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STRESZCZENIE

Mitochondria petnig szereg niezwykle istotnych funkcji w komorce takich jak synteza
ATP czy produkcja reaktywnych form tlenu. Sa one réwniez zaangazowane w wiele
kluczowych proceséw komorkowych, w regulacje poziomu wielu waznych dla komorki
metabolitow, czy tez inicjacji procesu apoptozy. Nie dziwi zatem fakt, ze mitochondria
komoérek nowotworowych wydajg si¢ by¢ potencjalnym celem stosowanych terapii
antynowotworowych. Istnieje szereg dowodoéw wskazujacych na to, ze zarowno w proces
apoptozy jak i1 produkcji RFT zaangazowane jest bialko adaptorowe p66Shc, ktore w
porownaniu z innymi biatkami rodziny ShcA (p46Shc 1 p52Shc) wykazuje unikalne
wlasciwo$ci prooksydacyjne. Bioragc pod uwage fakt, ze biatko p66Shc moze odgrywac
podwojna role: negatywnego regulatora proliferacji 1 swoistego ,,czujnika stresu
oksydacyjnego”, wydaje si¢ ono by¢ potencjalnym celem terapeutycznym w zakresie
proliferacji i progresji nowotworow jak rowniez w terapii antynowotworowe;.

Niniejsza praca doktorska dotyczy kompleksowej oceny roli biatka p66Shc w
fizjologii mitochondriéw komoérek nowotworowych raka sutka oraz zwigzanej z tym
odpowiedzi komoérek na traktowanie chemioterapeutykiem (doksorubicyng). Ponadto,
wykorzystanie ludzkich linii nowotworowych raka sutka (MDA-MB-231 i MCF-7) jak
rowniez uzyskanych w wyniku modyfikacji genetycznych klonéw wspomnianych linii
réznigcych si¢ poziomem biatka p66She pozwolito mi wyjasni¢, w jaki sposob biatko p66She
moze wplywaé na metabolizm mitochondridéw komorek nowotworowych raka sutka.

Analiza porownawcza dwoch linii nowotworowych ze wzglednie réznym poziomem
biatka p66Shc oraz ich nienowotworowego odpowiednika (liniit MCF-10) wykazata, Ze obie
linie nowotworowe MDA-MB-231 oraz MCF-7 reprezentujace dwa rozne podtypy
nowotworu sutka oraz wykazujace odmienne stopnie metastatycznosci: r6znig si¢ istotnie w
kontekscie wigkszosci zbadanych parametrow funkcjonalnych komorki. Ponadto, zmiana
poziomu biatka p66Shc (niezaleznie w obrgbie kazdej z linii nowotworowych) spowodowata
odmienny efekt w tych samych klonach odpowiednio linii: MDA-MB-231 oraz MCF-7 (z
podwyzszonym poziomem biatka p66Shc, z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie
seryny 36 formy biatka p66Shc oraz z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc).
Klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc w przypadku obu badanych linii
nowotworowych wykazuje najbardziej znaczace zmiany obserwowane gtownie w badanych
parametrach mitochondrialnych. Co ciekawe, w zadnej z badanych linii nowotworowych raka

sutka nie zauwazytam korelacji pomiedzy podwyzszonym poziomem p66Shc (zawierajacym
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niezmieniong Ser36 odpowiedzialng za wtasciwosci prooksydacyjne biatka p66Shc) a
poziomem reaktywnych form tlenu. Wykazalam, ze klon z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc linii MDA-MB-231 (ktora stanowi bardziej metastatyczny typ
nowotworu sutka w porownaniu z linia MCF-7) charakteryzuje si¢ najbardziej glikolitycznym
fenotypem w poréwnaniu z innymi klonami linii MDA-MB-231. Co wigcej, komorki tego
samego klonu traktowane doksorubicyng (p66Shc KO) sa znacznie bardziej podatne na
dziatanie $rodka chemioterapeutycznego — doksorubicyny. Na koniec, w oparciu 0 wyniki
analizy porownawczej przeprowadzonej z wykorzystaniem probek guzow litych moézgu
pacjentow pediatrycznych wykazatam, ze badany w nich wzor ekspresji biatek, takich jak
Ras, ShcA (p66Shc, p52She, p46Shc) wydaje si¢ by¢ bardzo podobny. Wykazatam istnienie
korelacji tylko pomigdzy stopniem metastatycznos$ci a poziomem biatek TrkB i p46Shc w
badanych probkach guzéw wykazujacych rozny stopien ztosliwosci.

Podsumowujac, zastosowanie dwdch réznych podtypow nowotworu sutka roznigcych
si¢ poziomem endogennego biatka p66Shc potwierdzito wysoka zmiennos$¢ ,,fenotypowa” w
obrebie tego samego typu nowotworu (rak sutka). Niemniej jednak, biorgc pod uwage wptyw
zmian poziomu p66Shc w obrebie tego samego podtypu raka sutka (klony MDA-MB-231)
wykazatam, ze biatko p66Shc moze w istotny sposdb wplywac na mitochondrialne parametry
bioenergetyczne komoérek nowotworowych raka sutka. Co wazne, udowodnitam, ze biatko
adaptorowe p66Shc w komorkach raka sutka moze pelni¢ odmienng rolg niz w przypadku

komorek nienowotworowych (np. fibroblastach).

10



ABSTRACT

Mitochondria carry out a variety of important cellular functions including ATP
synthesis as well as reactive oxygen species production. They are also implicated in many
crucial cellular processes, in regulation of the levels of several substantial for the cell
metabolites and e.g., in the initiation of the apoptosis process. Therefore, it is not surprising
that mitochondria of tumor cells could be a potential target in chemotherapy. Substantial
number of evidence indicate that both, apoptosis and reactive oxygen species production
involve a small p66Shc adaptor protein, which demonstrates the unique prooxidative
properties comparing to other ShcA family members (p46Shc and p52Shc). Taking into
account the fact that p66Shc can play a dual role as a negative regulator of proliferation and as
oxidative stress sensor, p66Shc seems to be a promising target concerning cancer
proliferation, tumor progression and chemotherapeutic treatment.

My doctoral dissertation presents a comprehensive evaluation of the role of p66Shc
protein in mitochondrial physiology of breast cancer cells. Moreover, describes response of
these cells to chemotherapeutic treatment with the use of doxorubicin agent. Furthermore, the
use of human breast cancer cell lines (MDA-MB-231 and MCF-7) and their genetically
modified clones presenting different level of p66Shc protein allowed me to demonstrate how
the p66Shc protein can affect the mitochondrial metabolism of human breast cancer cells.

The comparative analysis of two breast cancer cell lines characterized with relatively
different level of p66Shc and their noncancerous equivalents (MCF-10) have revealed that
both tumor cell lines: MDA-MB-231 and MCF-7 being two various subtypes of breast cancer
and characterized with different metastasis abilities significantly differ in most of studied
cellular parameters. Furthermore, changes in the level of p66Shc protein (in individual breast
cancer cell lines) exert different effects in the same clones respectively: MDA-MB-231 and
MCF-7 tumor cell lines (overexpressing p66Shc protein, overexpressing of Ser36-mutated
p66Shc as well as knockout of p66Shc). Knocking out p66Shc in both breast cancer cell lines
caused significant changes observed mostly in mitochondrial physiological parameters.
Interesting, in both of examined breast cancer cell lines, | did not found positive correlation
between overexpression of p66Shc (containing serine 36 residue responsible for the
prooxidative properties of the p66Shc protein) and the level of reactive oxygen species. | have
shown that clone of MDA-MB-231 (which is more metastatic type of breast cancer comparing
to MCF-7 cell line) lacking p66Shc protein represents the most glycolytic phenotype
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comparing to other clones of MDA-MB-231. Additionally, clones with knocked out p66Shc
are significantly more vulnerable to the treatment with doxorubicin used as chemotherapeutic
agent. Finally, based on the results of the comparative analysis of pediatric brain tumors, |
have demonstrated that the expression pattern of proteins such as Ras, ShcA (p66Shc,
p52Shc, p46Shc) in those tumors in children seem to be quite similar. | have demonstrated
possible correlation only between the level of TrkB and p46Shc proteins and malignancy
grades of investigated pediatric brain tumors.

Summarizing, the use of two different subtypes of breast cancer with different level of
endogenous p66Shc protein confirmed the high "phenotypic™ variability within the same
tumor type (breast cancer). However, considering the impact of changes of the p66Shc level
within the same subtype of breast cancer (clones of MDA-MB-231), | have demonstrated that
p66Shc protein can influence mitochondrial bioenergetic parameters of breast cancer cells.
What’s important, I proved that p66Shc adaptor protein in human breast cancer cells may
exert a different role than in comparison to noncancerous cells (e.g., fibroblasts).
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WYKAZ SKROTOW

Skrot Kompletna nazwa

2-DG 2- deoksyglukoza

7-AAD 7-amino-aktynomycyna D, barwnik fluorescencyjny interkalujacy do
DNA

AA Antymycyna A

ABTS Kwas 2,2'-azyno-bis (3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)

Acetylo-CoA Acetylokoenzym A

ALS Stwardnienie zanikowe boczne (ALS, ang. Amyotrophic lateral
sclerosis)

AMP Adenozyno-5’-monofosforan

APS Nadsiarczan amonu (ang. Ammonium sulphate)

ARF1, ARF6 Czynnik 1 ADP-rybozylacji, czynnik 6 ADP-rybozylacji (ang. ADP-
ribosylation factor)

ATP Adenozyno-5’-trifosforan

Ap Amyloid beta

BRAF Kinaza protoonkogenna (ang. Type B rapid accelerated fibrosarcoma)

BSA Albumina surowicy bydlecej (ang. Bovine serum albumin)

Cat Katalaza

CaU Uniporter Ca®*

CB Domena wigzaca cytochrom ¢

CCCP Karbonylocyjanek 3-chlorofenylohydrazonu

CH1 Centralna domena CH1 (ang. Collagen homology domain)

CH2 Domena CH2 (ang. Collagen homology domain 2)

CLL Przewlekta biataczka limfocytowa (ang. Chronic lymphocytic leukemia)

CM-HDCF-DA Dwuoctan 5 (i 6)-chlorometylo-2',7-dichlorodwuhydrofluoresceiny

CoQ Koenzym Q10

CRISPR-Cas9 Zgrupowane, regularnie rozproszone, krotkie, powtarzajace si¢
sekwencje palindromiczne (ang. Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats).

cyt.O2™ Cytozolowy anionorodnik ponadtlenkowy

DAMP Struktury molekularne zwigzane z zagrozeniem (ang. Danger/Damage
associated molecular patterns)

DCF 2', 7-dichlorofluorescyna

DHE Dihydroetydyna

DLD Dehydrogenaza dihydroliponianowa

DMSO Dimetylosulfotlenek (ang. Dimethyl Sulfoxide)

DNP Dinitrofenol

DNPH 2,4-dinitrofenylohydrazyna

DNPH 2,4-dinitrofenylohydrazyna

DOX Doksorubicyna

EAC Gruczolakorak przetyku (ang. Esophageal adenocarcinoma)

ECAR Szybkos¢ zakwaszenia zewnatrzkomorkowego (ang. Extracellular
accidification rate)

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF Czynnik wzrostu naskorka (ang. Epidermal growth factor)
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EGFR Receptor czynnika wzrostu naskorka (ang. Epidermal growth factor
receptor)

ELISA Test immunoenzymatyczny (ang. Enzyme-linked immunosorbent assay)

ER Receptor dla estrogenu

ERK Kinazy regulowane sygnatami pozakomorkowymi (ang. Extracellular
signal-regulated kinases)

ESCC Rak ptaskonablonkowy przetyku (ang. Esophageal squamous cell
carcinoma)

ETC Lancuch transportu elektronéw

ETF Flawoproteina przenoszaca elektrony

FAD/FADH:> Dinukleotyd flawinoadeninowy

FBS Bydlgca surowica ptodowa (ang. Fetal bovine serum)

FMN Mononukleotyd flawiny

FMN Mononukleotyd flawiny

FOXO Czynnik transkrypcyjny (ang. Class O of forkhead box transcription
factor)

GAP Bialko aktywowane GTPaza (ang. GTPase activating protein)

GAPDH Dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego

Gly Glikoliza

glycoPER Glikolityczna szybko$¢ wyptywu protonow (ang. Glycolytic proton
efflux rate)

GPI Izomeraza glukozo-6-fosforanowa

GR, GSR Reduktaza glutationowa (ang. Glutathione reductase)

Grb2 Biatko receptora czynnika wzrostu 2 (ang. Growth factor receptor bound
protein 2)

gRNA RNA redagujace (ang. Guiding RNA)

GSS Syntaza glutationowa (ang. Glutathione synthetase)

HER Receptor dla czynnika wzrostu

HER?2 Receptor ludzkiego czynnika wzrostu

HGF Czynnik wzrostu hepatocytow (ang. Hepatocyte growth factor)

HIF1, HIF2 Czynnik indukowany hipoksja 1, czynnik indukowany hipoksja 2

HRP Peroksydaza chrzanowa (ang. Horseradish peroxidase)

IDH1,2 Dehydrogenaza izocytrynianowa

IMM Wewngtrzna blona mitochondrialna

IMS Mitochondrialna przestrzen mi¢dzybtonowa (ang. Mitochondrial
intermembrane space)

IPCZD Instytut ,,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka”

JNK Kinazy aktywowane stresem (ang. Stress-activated protein kinases)

LB Pozywka lizogenna (ang. Lysogeny broth)

MAM Btony zwiazane z mitochondriami (ang. Mitochondria — associated
membranes)

MAP, MAPK Kinazy aktywowane mitogenami (ang. Mitogen — activated protein
kinases)

MEF Fibroblasty pobrane z mysich embrionow (ang. Mouse embryonic
fibroblasts)

MOMP Mitochondrialna permeabilizacja btony zewng¢trznej (ang. Mitochondrial
outer membrane permeabilization)

MPTP Mitochondrialny megakanat (ang. Mitochondrial Permeability
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Transition Pore)

mt. AY Potencjat na wewnetrznej btonie mitochondrialne;j

mt.O2™ Mitochondrialny anionorodnik ponadtlenkowy

MmtDNA Mitochondrialny DNA

mtHsp70 Mitochondrialne biatko szoku cieplnego

MTOR Ssaczy cel rapamycyny (ang. Mammalian target of rapamycin kinase)

NADH, NAD* Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (NADH — forma zredukowana;
NAD* — forma utleniona)

NAFLD Niealkoholowa sttuszczeniowa choroby watroby (ang. Non-alcoholic
fatty liver disease)

NDNA Jadrowy DNA

NGF Czynnik wzrostu nerwu (ang. Nerve growth factor)

OCR Szybko$¢ zuzycia tlenu (ang. Oxygen consumption rate)

OMM Zewngtrzna btona mitochondrialna

OUN Osrodkowy uktad nerwowy

OXPHOS Fosforylacja oksydacyjna

P/S Mieszanina antybiotykdéw: penicyliny i streptomycyny

PARPI Inhibitor polimerazy poli (ADP-rybozy) (ang. Poly (ADP-ribose)
polymerase inhibitor)

PBS Buforowany roztwor soli fizjologicznej (ang. Phosphate Buffered Saline)

PC Karboksylaza pirogronianowa

PCK2 Karboksykinaza fosfoenolopirogronianowa

PDGF Plytkopochodny czynnik wzrostu (ang.Platelet-derived growth factor)

PEITC Izotiocyjanian fenylu

PER Szybkos¢ wyptywu protondéw (ang. Proton efflux rate)

PFA Paraformaldehyd

Pl Jodek propidyny

PIN1 Izomeraza prolylowa

PP2A Biatkowa fosfataza serynowo/treoninowa typu 2

PR Receptor dla progesteronu

PRDX4 Peroksyredoksyna - 4 (ang. Peroxiredoxin - 4)

PTB N-koncowa domena wigzaca fosfotyrozyng (ang. Phosphotyrosine-
binding domain).

Q Ubichinon

QH: Ubichinol

Racl Mate biatko G z rodziny Rho (ang. Ras-related C3 botulinum toxin
substrate 1)

RFT Reaktywne formy tlenu

RhoA Biatka nalezace do nadrodziny matych biatek G

RIPA Bufor lizujacy (ang. Radioimmunoprecipitation assay buffer)

Rot Rotenon

RSV Resweratrol

RTK Receptor kinaz tyrozynowych (ang. Receptor tyrosine kinase)

SDH Dehydrogenaza bursztynianowa

SDH Dehydrogenaza bursztynianowa

Ser36 Reszta seryny 36

Ser660 Reszta seryny 660
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SEN D, L-sulforafan (ang. D, L-sulforaphane)

SH2 Domena C-koncowa (ang. Src-homology domain 2)

SOC Pozywka do mikrobiologicznej hodowli bakterii (ang. Super optimal
catabolite repression)

SOD1 Dysmutaza ponadtlenkowa 1

SOD?2 Dysmutaza ponadtlenkowa 2

SOS1 Wymieniacz nukleotydow GDP/GTP w biatku Ras (ang. Son of
sevenless 1)

SRB Sulforodamina B

TBS-T Roztwor soli fizjologicznej w buforze Tris z dodatkiem Tween-20 (ang.
Tris Buffered Saline Tween-20)

TCA Cykl kwasow trikarboksylowych (cykl Krebsa)

TERC Sktadnik telomerazy RNA (ang. Telomerase RNA component)

TERT Odwrotna transkryptaza telomerazy

TIM Translokaza wewnetrznej blony mitochondrialnej

TNBC Podtyp potrdjnie ujemnego raka sutka (ang. Triple negative breast
cancer)

TOM Translokaza zewngtrznej btony mitochondrialnej

t-PMET Transport elektronéw przez btone transplazmatyczng (ang. Trans-
plasma membrane electron-transport)

TRK Receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej (ang. Tropomyosin-related
kinase, tyrosine kinase receptor)

TSH Hormon tyreotropowy

TXNDC11 Biatko zawierajace domeng tioredoksyny 11 (ang. Thioredoxin domain-
containing protein 11)

TXNDC15 Biatko zawierajace domeng tioredoksyny 15 (ang. Thioredoxin domain-
containing protein 15)

TXNDC16 Biatko zawierajace domeng tioredoksyny 16 (ang. Thioredoxin domain-
containing protein 16)

TXNDC9 Bialko zawierajace domeng tioredoksyny 9 (ang. Thioredoxin domain-
containing protein 9)

TXNIP Biatko wiazace tioredoksyne-2 (ang. Thioredoxin-interacting protein)

TXNL1 Biatko tioredoksynopodobne 1 (ang. Thioredoxin-like protein 1)

TXNL4B Biatko tioredoksynopodobne 4B (ang. Thioredoxin-like protein 4B)

TXNRD1 Reduktaza tioredoksyny 1 (ang. Thioredoxin Reductase 1)

TXNRD1 Reduktaza tioredoksynowa 1, cytoplazmatyczna (ang. Thioredoxin
reductase 1, cytoplasmic)

VDAC Kanat anionowy regulowany zmiang potencjatu (ang. Voltage-
Dependent Anion Channel)

VEGF Czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular endothelial
growth factor)

WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia

XTT Sol sodowa 2,3-bis [2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-2H-tetrazolio-5-
karboksyanilidu

BPix ang. Pak-interacting exchange factor
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1. WSTEP

Niniejsza praca doktorska dotyczy kompleksowej oceny roli biatka adaptorowego
p66Shc w fizjologii mitochondriow komodrek nowotworowych raka sutka jak réwniez
odpowiedzi komorek na traktowanie chemioterapeutykiem - doksorubicyng (DOX).
Wykorzystanie linii komorkowych raka sutka (MDA-MB-231 oraz MCF-7) oraz uzyskanych
w wyniku modyfikacji genetycznych — klonéw wspomnianych linii r6znigcych si¢ poziomem
biatka p66Shc, pozwolito mi wyjasni¢ w jaki sposob biatko p66Shc moze wplywaé na
metabolizm  mitochondrialny komodrek nowotworowych raka sutka. Co wiecej,
przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania pozwolity mi na
wskazanie klonu z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc jako tego, ktory
charakteryzuje si¢ najwicksza ilosciag obserwowanych zmian w Szeregu parametrow
funkcjonalnych oraz bioenergetycznych komorki nowotworowej. W zaprezentowanych
ponizej podrozdziatach zwrocitam uwage na znaczenie mitochondriow w komorkach
nowotworowych, dokonatam charakterystyki jak réwniez opisatam funkcje jakie biatko
p66Shc moze petni¢ zardéwno w komorkach normalnych (nienowotworowych) jak i
nowotworowych. Ponadto, wskazatam na wspolne, potencjalne ,,czynniki”, ktore moga taczy¢
mitochondria z biatkiem p66Shc istotne w walce z komoérkami nowotworowymi. Zaliczy¢ do
nich mozna w szczegdlnosci, zaangazowanie zardéwno mitochondriéw jak 1 biatka p66Shc w

produkcje RFT czy proces apoptozy.

1.1.  Ogolna charakterystyka mitochondriéw i ich podstawowe funkcje

Zgodnie z obowigzujacg teorig, mitochondria wyewoluowaly z wolno zyjacych
bakterii, ktore pierwotnie weszty w symbiotyczny zwiazek z komorkami eukariotycznymi w
procesie zwanym endosymbiozg. Teoria ta zostala poparta odkryciem w latach 60.
mitochondrialnego DNA (mtDNA) jak rowniez obecnos$cig niezaleznego mitochondrialnego
systemu translacji. mtDNA zachowuje typowe cechy bakteryjnego DNA i stanowi je kolista,
dwuniciowa czasteczka sktadajaca si¢ u czlowieka z 16 569 par zasad, nie zawierajaca
intronow, poza jednym istotnym regionem niekodujacym, zwanym petla przemieszczania lub
petla D (ang. D — loop) (CHINNERY & HuDsON 2013). W toku ewolucji wigkszo$¢ genow
mitochondrialnych zostata utracona badz przeniesiona do DNA jadrowego (nDNA), finalnie

prowadzac do tego, ze mitochondria czlowieka obecnie zawieraja tylko 37 genow
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kodujacych: 13 biatek mitochondrialnego tancucha oddechowego, 2 rRNA (12S i 16S) oraz
22 tRNA (KopPINsKI 1 wsp. 2021). Ponadto w przeciwienstwie do DNA jadrowego, mtDNA
wystepuje w komoérce w wielu kopiach: 100 — 10000 kopii proporcjonalnie do
zapotrzebowania energetycznego danej tkanki. Dla przyktadu komorki mieséni szkieletowych i
hepatocyty (charakteryzujace si¢ Wysokim zapotrzebowaniem na energi¢) zawierajg tysigce
kopii mtDNA, za$ np. limfocyty krwi (nizsze zapotrzebowanie na energi¢) zawieraja tylko
setki kopii mtDNA (WEERTS I wsp. 2019). Co wiecej, zaklada si¢, ze zawartoS¢ mtDNA
specyficzna dla danego typu komorki jest dos¢ stabilna w warunkach fizjologicznych, ale
moze podlega¢ zmianom w wyniku np. stresu oksydacyjnego. Interesujacym moze wydawac
si¢ fakt, ze mozliwos¢ wykorzystania zmian w liczbie kopii mtDNA moze postuzy¢ jako
istotny biomarker wzbogacajacy juz dostgpne modele prognostyczne raka sutka. Spadek
liczby kopii mtDNA jest czgsto obserwowany w pierwotnych guzach raka sutka w
poréwnaniu z prawidlowym nabtonkiem gruczotu sutkowego sasiadujacym z guzem (okoto
70% przypadkoéw) (WEERTS I wsp. 2019; Korinskl I wsp. 2021). Mitochondrialne DNA
zlokalizowane jest w macierzy mitochondrialnej w postaci tzw. nukleoidow. Macierz
mitochondrialna oddzielona jest od cytozolu dwiema btonami mitochondrialnymi: zewnetrzna
(OMM, ang. Outer mitochondrial membrane) — przepuszczalng oraz wewnetrzng (IMM, ang.
Inner mitochondrial membrane) — wysoce nieprzepuszczalng. Pomiedzy tymi btonami tworzy
si¢ przestrzen migdzybtonowa (IMS, ang. Mitochondrial intermembrane space). Macierz
mitochondrialna oraz wewnetrzna blona mitochondrialna sa miejscami wystgpowania
wigkszosci  kluczowych (dla prawidlowego funkcjonowania mitochondriow) biatek i
enzyméw m.in. tych biorgcych udzial w cyklu kwaséw trikarboksylowych (TCA) oraz
fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS).

Mitochondria wykazuja niezwykle dynamiczng morfologi¢. W komodrce moga one
tworzy¢ potaczong ze sobg sie¢, dynamicznie podlegajaca nieustannej przebudowie poprzez
czgste procesy fuzji oraz fragmentacji mitochondridow. Liczba mitochondriow w komorce
moze rozni¢ si¢ w zaleznosci od typu komorki 1 w réznych warunkach fizjologicznych moze
sigga¢ nawet tysigca mitochondriow na komoérke (FOGG 1 wsp. 2011). Mitochondria sa
niezwykle istotnymi, wewnatrzkomorkowymi organellami wystepujacymi niemalze u
wszystkich eukariontow, zaangazowanymi w szeroka game procesOw majacych miejsce w
zywych komorkach. Niemniej jednak, sztandarowa funkcja mitochondriéw jest wytwarzanie
glownego nos$nika energii — adenozyno-5’-trifosforanu  (ATP). Zainteresowanie
mitochondriami znaczaco wzrosto wraz z odkryciem ich zwigzku z takimi stanami

patologicznymi jak: przedwczesne starzenie sie, choroby neurodegeneracyjne, dysfunkcje
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nerwowo — migéniowe, cukrzyca czy w koncu nowotwory (DESLER & RASMUSSEN 2014,
PROTASONI & ZEVIANI 2021). Mitochondria wykazujace liczne dysfunkcje nie sg w stanie
dostarcza¢ wymaganej ilosci ATP komérkom w tkankach np. o wysokim zapotrzebowaniu na
energie, Co prowadzi do szerokiego spektrum fenotypow klinicznych.

Zroznicowany charakter zaburzen mitochondrialnych, wskazuje jednoczes$nie na
szeroki zakres funkcji jakie mitochondria petnia w komoérkach. W organellach tych zachodza
niezwykle istotne reakcje podstawowych S$ciezek metabolicznych takich jak: utlenianie
kwasow tluszczowych, cykl kwasoéw trikarboksylowych (cykl Krebsa, TCA), fosforylacja
oksydacyjna, pierwsze etapy glukoneogenezy, ketogenezy, biosyntezy czasteczek hemu czy
formowanie klastrow Fe/S itp. (GRASSO | wsp. 2020; REICHERT & NEUPERT 2004, CHANDEL
2014). W wyniku przemian TCA majacych miejsce W macierzy mitochondrialnej powstaje
jedna czasteczka ATP, dwie czasteczki CO; oraz czasteczki no$nikow elektronow: trzy
czasteczki dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NADH), oraz jedna czasteczka
dinukleotydu flawinoadeninowego (FADH,). Ponadto, powstajg prekursory do syntezy
lipidow, weglowodanow, biatek i nukleotydow. Wygenerowany przez zlokalizowany w
wewnetrznej blonie mitochondrialnej tancuch transportu elektronéw (ETC), gradient
elektrochemiczny jest niezb¢dny zaréwno do produkcji ATP jak i aktywnego transportu wielu
metabolitow oraz np. importu biatlek mitochondrialnych (KABACK 1980; NEUPERT &
HERRMANN 2007; NUNNARI & SUOMALAINEN 2012; GRASSO 1| wsp. 2020). W wyniku
calkowitego utleniania glukozy powstaje okoto 32 — 36 czasteczek ATP generowanych przez
ETC i warto$¢ ta moze rdzni¢ si¢ pomigdzy roznymi komoérkami (SEYFRIED | wsp. 2020). Za
wspomniany wyzej import bialek odpowiedzialne sg glownie translokazy obecne w
zewngtrzne] oraz wewnetrznej btonie mitochondrialnej, ktére posrednicza rowniez w
wewnatrzmitochondrialnym sortowaniu biatek syntetyzowanych w cytozolu. Co wiecej,
mitochondria odpowiedzialne sg za regulacje niezwykle istotnych proceséw komorkowych
takich jak: proliferacja, adaptacja metaboliczna, produkcja reaktywnych form tlenu (RFT),
utrzymanie homeostazy Ca?" czy $mier¢ komorki. Zwiekszone zapotrzebowanie na ATP
moze by¢ zaspokajane poprzez zwigkszenie ilosci mitochondriéw badz/lub aktywowanie
fancucha oddechowego. Do molekularnych komponentéw komodrkowych ,,wrazliwych” na
stan energetyczny zalicza si¢ np. czynniki transkrypcyjne, hormony, kofaktory, receptory
jadrowe jak réwniez kinazy wykrywajace okreslone sygnaty aktywnos$ci mitochondrialnej
(np. stosunek dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego — NADY/NADH, AMP/ATP,
poziomy acetylokoenzymu A — acetylo-CoA) (NUNNARI & SUOMALAINEN 2012). Istnieje

zatem mozliwo$¢, ze zmieniony metabolizm komorkowy moze by¢ czynnikiem
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przyczyniajacym si¢ do powstawania nowotworow (VANDER HEIDEN | wsp. 2009).
Metabolizm mitochondrialny i jego udziat we wzroscie komorek, produkcji RFT i apoptozie
majg bardzo zlozony charakter i zalezy od warunkéw s$rodowiskowych oraz kontekstu
genetycznego. Na rycinie 1 przedstawiono schematyczne zestawienie podstawowych funkcji

petionych przez mitochondria w komorce.
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Ryc. 1 Schematyczne przedstawienie podstawowych funkcji mitochondriow w komérce (na podstawie
MURPHY & HARTLEY 2018). Translokaza wewngtrznej btony mitochondrialnej — TIM; translokaza zewngtrznej
btony mitochondrialnej — TOM; ubichinon — Q; ubichinol — QHy; flawoproteina przenoszaca elektrony — ETF;
Mitochondrialna permeabilizacja btony zewngtrznej — MOMP; kanat zmiany przepuszczalnosci
mitochondrialnej — MPTP; uniporter Ca?* — CaU; struktury molekularne zwigzane z zagrozeniem — DAMPS.
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1.2.  Znaczenie mitochondriow w biologii nowotworéow

Whbrew obiegowej opinii, funkcjonalne mitochondria sg czynnikiem niezbednym dla
funkcjonowania komodrki nowotworowej. Niemniej jednak, mutacje w genach
mitochondrialnych sa dosy¢ powszechne w komorkach nowotworowych. Nie inaktywuja one
metabolizmu energetycznego mitochondriow, a raczej zmieniajg ich stan bioenergetyczny i
,,biosyntetyczny”. Stanem biosyntetycznym mitochondriow okresla si¢ przeksztalcanie
roznorodnych sktadnikow odzywczych dostepnych komorkom w podstawowe elementy
budulcowe wymagane do wzrostu komorek (AHN & METALLO 2015). Tak wigc, jest to nic
innego jak funkcje biochemiczne mitochondriow w syntezie podstawowych skladnikoéw
komorkowych, w tym kwasoéw ttuszczowych, aminokwaséw 1 nukleotydow. Opis typow
nowotworow lacznie ze wskazaniem enzymoéw oraz konkretnych szlakow biosyntezy, w
ktérych obserwuje si¢ zaburzenia badz swoiste ich ,,rozregulowanie” zostalo przedstawione w
pracy AHN & METALLO (2015). Ciagle postepy w badaniach naukowych zwrocilty szczegolng
uwage na zlozong sie¢ mechanizmoéw biologicznych 1 szlakéw zaangazowanych w
transformacje onkogenng jak rowniez utrzymanie fenotypu nowotworowego. Metabolizm
mitochondriow komorek nowotworowych znaczaco odbiega od tego obserwowanego w
komorkach normalnych. Glikoliza tlenowa, akumulacja RFT, sygnaly antyapoptotyczne i
hipoksja to jedne z licznych cech charakterystycznych dla komoérek nowotworowych
(BADRINATH & Yoo 2018). Jak wspomniano wczesniej, zaburzenia funkcjonowania
enzymow spowodowane mutacjami zarowno w mtDNA, jak i nDNA prowadzg do akumulacji
metabolitow posrednich w komdrkach nowotworowych. Wszystkie te cechy sg ze sobg Scisle
powigzane, co moze przyspieszaé proces nowotworzenia, czyli powstawania nowotworow. W
ramach poszukiwania modulatorow metabolicznych udato si¢ opracowaé szereg terapii
ukierunkowanych na mitochondria komoérek nowotworowych. Niemniej jednak, jest to
dziedzina nauki, ktora wcigz dynamicznie rozwija si¢ i dostarcza nowych informacji. Niestety
nie ma prostego kanonu, ktory okreslalby konkretnie role mitochondridéw w rozwoju komorek
nowotworowych. Zamieszczona ponizej rycina (ryc. 2) w sposob ogoélny podsumowuje
funkcje mitochondriow, ktore w gléwnej mierze moga przyczynia¢ si¢ do onkogenezy

(rozwoju nowotworow).
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Ryc. 2 Rola mitochondriéw w rozwoju komérek nowotworowych (na podstawie VYAS 1 wspP. 2016). Udziat
metabolizmu mitochondrialnego, bioenergetyki i biogenezy, mtDNA, regulacji stresu oksydacyjnego, procesow
fuzji i fragmentacji mitochondriow, regulacji $mierci komorki jak réwniez sygnalizacji mitochondrialnej w
onkogenezie.

1.2.1. Hipoksja w komérkach nowotworowych

W normalnych komoérkach nienowotworowych, produkcja ATP zachodzi glownie na
ATP
(powstajacego w wyniku OXPHQOS), od tlenu wymaga stosunkowo efektywnej adaptacji

drodze mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej. Uzaleznienie produkcji
komorek do warunkow hipoksji. Niski poziom tlenu (O2) przyczynia si¢ do niedotlenienia
komorek. To, indukuje produkcje reaktywnych form tlenu przez mitochondrialny tancuch
oddechowy, a uwolnienie RFT do cytozolu aktywuje stres oksydacyjny i powigzang z nim

sygnalizacj¢ komorkowa (BADRINATH & Y00 2018). W przypadku komoérek nowotworowych
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dochodzi do aktywacji czynnika indukowanego hipoksja 1 (HIF1) oraz proliferacji komorek
nowotworowych. RFT generowane przez mitochondria stabilizujg HIF1 oraz HIF2 poprzez
hamowanie hydroksylazy prolylowej. Stan niedotlenienia komérek nowotworowych prowadzi
do przesuniecia metabolizmu w kierunku glikolizy kosztem ograniczenia oddychania
mitochondrialnego. Ponadto, w komorkach nowotworowych inaktywacja kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej prowadzi do przeprogramowania metabolicznego w kierunku
glikolizy, zapobiegajac w ten sposOb apoptozie i1 autofagii, umozliwiajgc komorkom
nowotworowym proliferacje nawet w stanie ci¢zkiej hipoksji (BADRINATH & Y00 2018).

Zmieniony metabolizm glukozy w komoérkach nowotworowych w poréwnaniu do
komorek nienowotworowych po raz pierwszy zauwazyl stynny niemiecki fizjolog Otto
Heinrich Warburg. W 1927 r. wykazat on, ze komorki nowotworowe bardzo aktywnie
metabolizuja glukoze do mleczanu nawet w obecnosci tlenu. W pdzniejszym czasie
postulowat takze, ze w komorkach nowotworowych fosforylacja oksydacyjna jest
nicodwracalnie uszkodzona przez co komoérki nowotworowe musza opieraé si¢ gtownie na
glikolizie nawet w obecnosci tlenu. (WARBURG | WsP. 1927). Na rycinie 3 schematycznie
przedstawiono réznice w metabolizmie glukozy komoérek nienowotworowych oraz komorek
nowotworowych. W obecnosci tlenu komorki tkanek zrdéznicowanych (nieproliferujgcych) w
pierwszej kolejnosci metabolizujg glukoze do pirogronianu W procesie glikolizy, a nastgpnie
calkowicie utleniaja wigkszo$¢ tego pirogronianu w mitochondriach do CO2 i wody. Gdy
dostgpnos¢ tlenu jest ograniczona, komorki moga wykorzystywac pirogronian (powstajacy W
procesie glikolizy), wytwarzajac mleczan (glikoliza beztlenowa). Z kolei, komorki
nowotworowe oraz proliferujace przeprowadzajg proces glikolizy tlenowej, w wyniku ktorego
85% glukozy przeksztatcana jest do mleczanu, pomimo obecnosci tlenu (VANDER HEIDEN |
wsp. 2009). Trzeba jednak pamigtal, ze glikoliza tlenowa jest mniej wydajna niz OXPHOS w
wytwarzaniu ATP.
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Ryc. 3 Schemat przedstawiajacy roznice pomiedzy fosforylacja oksydacyjna, glikoliza beztlenowa oraz
glikoliza tlenowy (efekt Warburga) (na podstawie VANDER HEIDEN 1 WsP. 2009). Opis w tekscie.

1.2.2. Rola przeprogramowania metabolicznego w komoérkach nowotworowych

Odkrycia dokonane w XXI wieku pozwolity na wyeliminowanie niektorych btgdnych
zatozen dotyczacych funkcji pelnionych przez mitochondria w komodrkach nowotworowych.
Obecnie uwaza sig¢, ze chociaz uszkodzone mitochondria powoduja w niektorych przypadkach
efekt Warburga (uposledzona fosforylacja oksydacyjna prowadzi do aktywacji glikolizy
tlenowej), wiele komorek nowotworowych wykazujacych efekt Warburga charakteryzuje si¢
w pelni sprawnym oddychaniem mitochondrialnym (VYAS 1 wsp. 2016; SCHEID | wsp. 2021).
Pomimo, ze ilos¢ ATP wytwarzanego w procesie glikolizy jest znacznie mniejsza niz w
OXPHOS, komorki nowotworowe w konsekwencji i tak preferuja glikolize, co w dalszym
ciggu stanowi cigzki do wyjasnienia fenomenon komorek nowotworowych (CAIRNS | WSP.
2011). Guo (2021) w swej pracy powotuje si¢ na dwie, aktualnie najpopularniejsze i
powszechnie akceptowalne teorie wyjasniajace t0 zjawisko. Pierwsza z teorii wyjasnia, iz
potprodukty powstajace podczas metabolizmu glikolitycznego wspomagaja  synteze
makroczgsteczek (m.in. nukleotydow, aminokwasdw, lipidéw, NADP™ itd.) niezwykle wazna
z punktu widzenia komoérek nowotworowych (LIBERTI & LOCASALE 2016). Druga z teorii

zaktada, ze chociaz wydajnos¢ wytwarzania ATP w procesie glikolizy jest okoto 18-krotnie
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mniejsza, to szlak glikolityczny syntetyzuje ATP okoto 100-krotnie szybciej niz w OXPHOS.
Dzigki temu glikoliza tlenowa jest w stanie bardzo szybko dostarczy¢ ATP, aby sprostaé
wymaganiom szybkiej proliferacji komérek nowotworowych (LIBERTI & LOCASALE 2016;
MARTINEZ-OUTSCHOORN | WsP. 2017). Niemniej jednak, nalezy podkresli¢, iz wigkszo$¢
komorek nowotworowych wykorzystuje zarowno glikolize jak i OXPHQOS, choé¢ niektore
typy nowotworéw opieraja si¢ jedynie na podwyzszonej fosforylacji oksydacyjnej. Ponizsza
tabela 1 przedstawia przyktadowe typy metabolizmu reprezentowanego przez niektore rodzaje

NOWOtWOrow.

Tabela 1 Przyktady metabolizmu energetycznego (glikoliza i/lub OXPHOS) w réznych

typach komorek nowotworowych (na podstawie MORENO-SANCHEZ | WsP. 2007).

Pochodzenie tkanki Typ nowotworu Rodzaj dominujacego
metabolizmu
Moézg Glioma C6, oligodendroglioma,  meningioma, Glikoliza (Gly)

medulloblastoma

Glioblastoma multiforme, astrocytoma C6 Gly oraz OXPHOS
Transformed hamster brain OXPHOS
Kosci Sarcoma OXPHOS
Jelito CT-26, LoVo colon adenocarcinoma Gly
Novikoff Gly
Watroba Ehrlich Lettré, Ehrlich, Walker-256, Morris 3683 i Gly i OXPHOS

Dunings LC18 hepatomas; ascites mouse cancer;
sarcoma 27; MCF-7 carcinoma

Reuber H-35, Morris (7793, 7795, 7800, 5123) OXPHOS

Pluca Lung carcinoma OXPHOS

Gruczol mlekowy Breast cancer OXPHOS
MCF-7 Gly i OXPHOS

Skora Melanoma OXPHOS

Szyjka macicy Hela, ovarian and uterus carcinomas OXPHOS

Przeprogramowanie metaboliczne obserwowane w komoérkach nowotworowych moze
by¢ rowniez skutkiem mutacji w genach kodujacych np. enzymy cyklu TCA, ktore sprzyjaja
transformacji nowotworowej. | tak, niektore produkty posrednie cyklu TCA jak fumaran,
bursztynian,  asparginian i  D-2-hydroksygultaran = wykazuja istotne  dziatanie
,.pronowotworowe” gdy akumulujg si¢ w komodrkach ulegajacym mutacjom i/lub

modyfikacjom ekspres;ji biatek zwigzanych z onkogeneza (SULLIVAN I wsP. 2016). LUO | WSP.
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(2020), wskazuja rowniez przyktady dysfunkcji enzymoéw mitochondrialnych majacych
istotne znaczenie dla rozwoju nowotworow. W gtéwnej mierze dysfunkcje te spowodowane
sg mutacjami w genach kodujgcych te enzymy. I tak:

e mutacje w genie kodujacym dehydrogenaze izocytrynianowg moga
powodowa¢ zaburzone oddychanie mitochondrialne, akumulacje¢ D-2-
hydroksygultaranu i prowadzi¢ do zmian epigenetycznych;

e mutacje w genie kodujacym dehydrogenaze bursztynianowa prowadza do
akumulacji bursztynianu, stabilizacji HIF1 oraz hamowania dehydrogenazy
pirogronianowej;

e mutacje w genie kodujacym hydrataze fumaranowa, ktére mogg prowadzi¢ do
akumulacji fumaranu czy stabilizacji HIF1 (WALLACE 2012; Luo 1 wsp. 2020).

Ponadto, BADRINATH & Y00 (2018) wskazuja rowniez role heksokinazy (bioracej udziat w
procesie glikolizy) w onkogenezie, ktorej podwyzszony poziom (heksokinazy) obserwuje sig
w komorkach nowotworowych. Heksokinaza oddzialuje z zaleznym od napigcia kanatem
anionowym  (VDAC)  zewngtrznej  blony  mitochondrialnej i  wykorzystuje
wewnatrzmitochondrialny ATP do fosforylacji glukozy, promujac w ten sposob wysokie

tempo glikolizy.

1.2.3. Mutacje w mtDNA komorek nowotworowych

Mutacje w mtDNA oprocz tego, ze moga przyczynia¢ si¢ do powstawania wielu
schorzen, zostaly rowniez stwierdzone w wielu ludzkich nowotworach. Sg to najczesSciej
mutacje punktowe oraz takie skutkujace zmniejszeniem iloéci kopii mtDNA (BADRINATH &
Yoo 2018; Luo | wsp. 2020). Bardzo czesto mutacje mtDNA powodujg zaburzenia w
prawidlowym funkcjonowaniu podjednostek mitochondrialnego tafcucha oddechowego
(MoDICA-NAPOLITANO I WsP. 2007; WALLACE 2012; GRASSO | wsp. 2020). Przyktadem moga
by¢ somatyczne mutacje mtDNA w podjednostkach kompleksu I, ktore powigzano z
powstawaniem guzow u pacjentdw z diagnozowanym lagodnym stadium onkocytomy nerki
(BADRINATH & Yoo 2018). Generalnie, mutacje stwierdza si¢ w calym genomie
mitochondrialnym. Jednakze wykazano, ze region petli D (trojniciowy region niekodujacy
mtDNA) stanowi niejako ,,goragcy punkt” dla mutacji w ludzkich nowotworach. Mutacje
somatyczne w regionie petli D zaobserwowano w nowotworach zotadka (ZHAO | wsp. 2005,
Wu 1 wsp. 2005), nowotworze watrobowokomorkowym (TAMORI | wsp. 2004), nowotworze

macicy (Pejovic 1 wsp. 2004), nowotworze jajnika (Liu 1 wsp. 2001), nowotworze sutka (TAN
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I wsp. 2002), nowotworze jelita grubego (LIEVRE 1 wsp. 2005), czerniakach (TAKEUCHI | WSP.
2005) i wielu innych. Co ciekawe, na podstawie badan przeprowadzonych na niektorych
typach nowotworow stwierdzono, ze czgsto$¢ wystepowania mutacji somatycznych w petli D
jest wyzsza w nowotworach w pozniejszym stadium anizeli we wczesnych stadiach (MODICA-
NAPOLITANO I WsP. 2007). Moze to wskazywac na znaczacg niestabilno$¢ w petli D regionu
mtDNA, ktéry moze mie¢ kluczowe znaczenie w powstawaniu nowotwordéw. Ponadto, oprocz
mutacji mtDNA w regionie petli D zaobserwowano rowniez mutacje punktowe, delecje,
insercje czy duplikacje w innych cze$ciach genomu mitochondrialnego. WALLACE (2012) w
swej pracy podkresla, ze bardzo duzy odsetek mutacji mtDNA w komoérkach nowotworowych
wyraznie prowadzi do hamowania OXPHOS. Jest to wynikiem mutacji uposledzajacych
OXPHOS, stuzacych do transformacji nowotworowej jak réwniez mutacji ulatwiajacych

adaptacje komorek nowotworowych do zmieniajacego si¢ sSrodowiska bioenergetycznego.

1.2.4. Wplyw stresu oksydacyjnego na komorki nowotworowe

Stres oksydacyjny wywotany RFT okazuje si¢ jednym z najwazniejszych bodzcow
przyczyniajacych si¢ do powstawania jak i progresji nowotworowej skutkujacej zwigkszona
ztosliwoscia. Proces mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej zuzywa ponad 90% tlenu.
Pomimo, iz wigkszos¢ tlenu jest catkowicie redukowana do H2O przez oksydaze cytochromu
C, 1-2% ulega niecatkowitej redukcji do rodnikow ponadtlenkowych co ma miejsce gtownie w
kompleksach I i III tancucha oddechowego (Luo 1 wsp. 2020). ,,Nieszczelnosc”
mitochondrialnego tancucha transportu elektronéw przyczynia si¢ do powstawania RFT, czyli
m.in. ponadtlenkéw, wolnych rodnikéw hydroksylowych oraz nadtlenku wodoru. W
warunkach fizjologicznych wolne rodniki i ich pochodne wystgpuja w tkankach w niskich, ale
mierzalnych stezeniach, ktore okresla réwnowaga migdzy tempem ich produkcji a tempem
ich unieszkodliwiania przez systemy ochrony antyoksydacyjnej. W komorkach
nowotworowych wytwarzane sa wigksze ilo§¢ RFT, a ich podwyzszony poziom moze
indukowa¢ utlenianie biatek, lipidow czy DNA (BADRINATH & Y00 2018; Luo 1 wsp. 2020).
Uwaza si¢, ze RFT wykazuja dzialanie onkogenne poprzez ich zdolno$¢ do stymulowania
proliferacji i przezycia komorek nowotworowych, ich migracji jak rowniez wywotywania
uszkodzen DNA, prowadzacych do zmian genetycznych (STorz 2005; GOGVADZE 2011).
Ponadto, WALLACE (2012) podkresla istotng rolg NADPH w produkcji RFT w komorkach
nowotworowych. Jest on niezb¢dny do redukcji H20 i1 innych nadtlenkéw (wytwarzanych w

mitochondriach) przez peroksydazy glutationowe z udzialem glutationu. Ponadto, NADPH
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odgrywa rowniez wazna rol¢ w regulacji funkcji biatek poprzez redukcje ich reszt tiolowych
(WALLACE 2012), za§ mitochondrialny H2O> reguluje potranskrypcyjng modyfikacje biatek,
zmieniajgc w ten sposob aktywnos$¢ biatek docelowych (GRASSO I wsp. 2020). Biorac pod
uwage, ze mitochondrialne RFT s3 rowniez niezwykle waznymi czgsteczkami
sygnalizacyjnymi oraz potencjalnymi mitogenami, w przypadku zahamowanej apoptozy,
podwyzszony poziom RFT moze przyczyni¢ si¢ do transformacji nowotworowej (WALLACE
2012, GRASSO | wsp. 2020). MiISsIROLI | WSP. (2020) wskazuja, ze RFT produkowane przez
mitochondria moga mie¢ wplyw na niemal wszystkie etapy onkogenezy. Poczawszy od
inicjacji nowotworowej, poprzez proliferacje az do przerzutow nowotwordw, nastepuje
akumulacja mutacji zar6wno nDNA jak i mtDNA bezposrednio wptywajac na wiele procesow
biologicznych takich jak: proliferacja komoérek, odporno$¢ na apoptozge czy

przeprogramowanie metaboliczne (ryc. 4).
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Ryc. 4 Udzial mitochondriow w réznych etapach onkogenezy (na podstawie VYAS | wWsP. 2016).

1.2.5. Zaburzenia apoptozy w komérkach nowotworowych

Mitochondria sa organellami bezposrednio zaangazowanymi W inicjacje $mierci
komorki: apoptozg oraz nekrozg. Biatka z rodziny Bcl-2 (ang. B-cell lymphoma 2) scisle
regulujg apoptoze w komorkach, ktorej zaktocenie moze prowadzi¢ do klonalnego rozrostu

zmutowanych populacji komoérek skutkujac rozwojem nowotworu (BADRINATH & YOO 2018).
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Nadekspresja biatek antyapoptotycznych, takich jak Bcl-XL i Bcl-2, jest powigzana z
inicjacja nowotworu, jego progresja jak rowniez opornoscig na terapi¢. Dziatajg one zatem
jako swoiste wyzwalacze onkogenne lub onkosupresyjne uczestniczagc w progresji
nowotworu. Przyktadowo, biatko antyapoptotyczne MCL-1 (ang. Myeloid Cell Leukemia 1)
bardzo czesto wykazuje podwyzszong ekspresje w ludzkich nowotworach i moze wigzac si¢ z
ze stopniem ztosliwosci nowotworéw (BEROUKHIM | wsP. 2010). BADRINATH & Y00 (2018)
wskazujg rowniez na fakt, ze cytochrom c, uwalniany z przestrzeni mi¢gdzybtonowej podczas
mitochondrialnej permeabilizacji blony zewnetrznej, jest degradowany przez ligaze E3 (ligaza
ubikwitynowa, rozpoznajaca biatko przeznaczone do =zniszczenia) W neuronach oraz
komoérkach nowotworu mozgu, co skutkuje zwickszong przezywalnoscia komorek

nowotworowych.

1.3. OXPHOS w komédrkach nowotworowych

Zlokalizowany w wewnetrznej blonie mitochondrialnej system fosforylacji
oksydacyjnej — OXPHOS sktada si¢ z pigciu biatkowych kompleksow wieloenzymatycznych
zwanych: kompleksem | (dehydrogenaza NADH), kompleksem Il (dehydrogenaza
bursztynianowa), kompleksem 111 (kompleks bcl), kompleksem 1V (oksydaza cytochromu c)
oraz syntazy ATP okre§lonej czgsto jako kompleks V mitochondrialnego tancucha
oddechowego. Bialka uczestniczace w OXPHOS s3 kodowane zarowno przez
mitochondrialne jak 1 jadrowe DNA, ktorych mutacje sg gtowna przyczyng powstawania
defektow mitochondrialnego tancucha oddechowego (CHANDRA & SINGH 2011). Dodatkowo,
system OXPHOS obejmuje réwniez dwa no$niki transportu elektronow, ubichinon (CoQ)
oraz cytochrom ¢ (POYTON & MCEWEN 1996).

Kompleks | tancucha oddechowego jest najwiekszym i najbardziej skomplikowanym
kompleksem sktadajacym si¢ z 45 roznych podjednostek, wsréd ktorych 14 wykazuje
aktywnos¢ katalityczng. Siedem z nich jest kodowanych przez mtDNA, za$§ pozostate przez
NDNA (SIGNES & FERNANDEZ-VIZARRA 2018). Kompleks | ma charakterystyczng strukture
przypominajacg literg ,,L”. Sktada si¢ z mononukleotydu flawiny (FMN), klastrow zelazo-
siarka (Fe-S) oraz ubichinonu (rozpuszczalnego w lipidach nosnika elektronéw osadzonego w
podwojnej warstwie lipidowej wewnetrznej blony mitochondrialnej) (LEONE I wsp. 2018).
Dysfunkcje kompleksu | sa najczestszg przyczyng zaburzen fosforylacji oksydacyjnej
wykazujacych duze zréznicowanie objawow klinicznych (Nouws 1 wsp. 2012). W celu

sprawdzenia czy dysfunkcje kompleksu | (wywotane przez mutacje mtDNA), moga by¢
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zwigzane Z powstawaniem nowotworu, porownano ze sobg dwa rodzaje komorek: komorki
L929dt (z mutacja mtDNA w podjednostce dehydrogenazy NADPH - ND2) oraz
nienaruszone komoérki mysich fibroblastow L929 (MARCO-BRUALLA 1| wsp. 2019). Autorzy
wykazali, ze komoérki L292dt wykazywaty m.in. defekty w tworzeniu superkompleksow
mitochondrialnych, nizszg zdolno$¢ do syntezy ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej. Co
wazne, komoérki 1.929dt wykazywalty wyzszy potencjat rakotworczy i metastatyczny w
modelach in vivo w poréwnaniu do komoérek L929. Swiadczy to, ze mutacje w podjednostce
ND2 kompleksu | mogg przyczynia¢ si¢ do powstania wysoce zlosliwego fenotypu
nowotworowego. Dodatkowo, zmniejszong aktywno$¢ kompleksu I obserwowano np. w
gruczolakach kwasochtonnych nerki (MAYR 1 wsp. 2008) i gruczolakach tarczycy
(ZIMMERMANN 1 WsP. 2009).

Kompleks Il tancucha oddechowego sktada si¢ z czterech podjednostek kodowanych
wylacznie przez nDNA, zawiera grupe hemu b oraz dwa miejsca wigzania CoQ. W jego sktad
wchodza dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) oraz trzy klastry Fe-S. Kompleks ten stanowi
rowniez czes¢ cyklu TCA. Mutacje prowadzace do utraty funkcji w podjednostkach
dehydrogenazy bursztynianowej (SDH) wywotuja rozne typy nowotwordw. Stwierdzono, ze
dziedziczne mutacjie w SDH  sprzyjaja rozwojowi dziedzicznego nowotworu
chromochtonnego (ang. Pheochromocytoma) i przyzwojaka (ang. Paraganglioma). Ponadto
zebrane w pracy przegladowej LUo | wsp. (2020), dane wskazujg rowniez, na genetyczne i
sporadyczne mutacje SDH wystepujace rowniez w kilku innych nowotworach, m.in. jelita
grubego, nerki, przewodu pokarmowego, przysadki i jajnika. Mutacje w genach kodujacych
kompleks Il zmniejszaja jego aktywno$¢ katalityczng oraz prowadza do nieprawidlowe;j
akumulacji bursztynianu w mitochondriach (Luo 1 wsp. 2020).

Kompleks Il tancucha oddechowego zwany takze reduktaza cytochromu c, sktada si¢
z cytochromu cl (zawierajacego jedna grupe hemowa), cytochromu b (zawierajacego dwie
rozne grupy hemowe), biatka Fe-S Rieske 1 dwoch miejsc wigzacych CoQ. Z wyjatkiem
cytochromu b, ktory jest kodowany przez mtDNA, wszystkie inne podjednostki sg kodowane
przez nDNA (SIGNES & FERNANDEZ-VIZARRA 2018; Luo 1 wsp. 2020). Mutacje cytochromu b
diagnozowano w roznych nowotworach, takich jak nowotwor trzustki (KASSAUEI | wsp. 2006)
czy nowotwoér pecherza moczowego (DASGUPTAI wsp. 2008). Podwyzszong aktywno$é
kompleksu III w porownaniu do tej obserwowanej w warunkach fizjologicznych wykryto w
nowotworze sutka (OWENS I wsp. 2011).

Kompleks 1V tancucha oddechowego sktada si¢ z 13 badz 14 podjednostek i jest

jedynym kompleksem OXPHOS zawierajacym izoformy specyficzne tkankowo i1 regulowane
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rozwojowo (SIGNES & FERNANDEZ-VIZARRA 2018). Sktada si¢ z cytochromu a i cytochromu
a3 zawierajacego hem, a takze z dwoch centrow metalicznych (CuA i CuB) (Luo I wsp.
2020). Trzy podjednostki katalityczne (COI, COII i COIII) sg kodowane przez mtDNA, za$
pozostate 10 podjednostek nDNA. W przypadku nowotworéw zaobserwowano zmniejszong
aktywno$¢ kompleksu V. Zauwazono, ze w nowotworach nerki ekspresja kompleksu IV byta
5-krotnie nizsza niz w zdrowych tkankach nerek (OWENS I wsp. 2011). Mutacje w
podjednostkach kompleksu 1V obserwuje si¢ w réznych typach nowotworéw takich jak
nowotwor jelita grubego, glejak wielopostaciowy czy nowotwor przetyku (LUo 1 wsp. 2020).
Syntaza ATP tancucha oddechowego sktada si¢ z domeny FO zawierajacej kanat
protonowy, zlokalizowanej] w wewngtrznej blonie mitochondrialnej oraz katalitycznej
domeny F1 (ktora taczy si¢ z FO) i znajduje si¢ po stronie macierzy mitochondrialnej (LUO I
wsp. 2020). Warto zauwazy¢, ze tylko dwie z podjednostek FO sg kodowane przez geny
mtDNA: ATP6 i ATP8. Mutacje gendéw kodujacych ATP6 i ATP8 zaobserwowano w
réznych typach nowotworow, takich jak kostniakomigsak, nowotwor prostaty oraz nowotwor

sutka (Luo 1 wsp. 2020).

1.4. Zwigzek pomiedzy mitochondriami, komérkami nowotworowymi, a bialkiem

adaptorowym p66Shc

Badania prowadzone na mitochondriach pokazaty ich istotne znaczenie w
wielokrotnie wskazywanych w niniejszej pracy doktorskiej procesach zwigzanych m.in. z
regulacja przezywalnos$ci i $mierci komorki, produkcji ATP, czy tez produkcji reaktywnych
form tlenu. Zwigkszony poziom RFT w mitochondriach bardzo czesto wskazywany jest jako
jeden z gléwnych czynnikow, inicjujacych dysfunkcje mitochondriow oraz chordb
zwigzanych ze starzeniem si¢, CO czyni RFT niezwykle istotnymi czasteczkami sygnatowymi.
Udziat mitochondriow we wzroscie komorek, produkcji RFT oraz apoptozie ma ztozony
charakter, gdyz moze zaleze¢ od warunkow s$rodowiskowych i kontekstu genetycznego.
Obecnos¢ dysfunkcji mitochondriow stwierdzono w wielu chorobach, w tym zaburzeniach
neurodegeneracyjnych i metabolicznych, a takze nowotworach (NUNNARI & SUOMALAINEN
2012). Niezwykle interesujacym z punktu widzenia mojej pracy doktorskiej jest fakt, ze
jednym z regulatorow produkcji RFT jak i procesu starzenia si¢ i apoptozy jest biatko
adaptorowe p66Shc nalezace do rodziny biatek ShcA. Funkcje biatka p66Shc sa aktywowane
m.in. w wyniku stresu oksydacyjnego, przez co rosnie produkcja RFT w mitochondriach

inicjujac proces apoptozy w komorkach (GIORGIO 1 WSP. 2005; RAFFAELLO & RizzuTo 2010).
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Co ciekawe, wspomniane procesy (produkcji RFT oraz apoptozy) wydaja si¢ by¢ niezwykle
istotne dla komorek nowotworowych, a jednocze$nie wykazuja pewne zaburzenia. czyniac
nowotwory niezwykle trudne do leczenia. W warunkach fizjologicznych poziom RFT jest
scisle kontrolowany, jednak w komodrkach nowotworowych wzmozona produkcja RFT
indukuje kaskade sygnalizacyjna, ktéra posredniczy w utrzymaniu fenotypu onkogennego.
Podwdjna rola RFT w komodrkach nowotworowych jest szczegélnie interesujaca. RFT
stymulujg proliferacje 1 wzrost komorek nowotworowych, natomiast modulacja poziomu RFT
jest obiecujagcym czynnikiem indukujagcym starzenie 1 apoptoze¢ podczas terapii
antynowotworowej (NUNNARI & SUOMALAINEN 2012, COSTA | wsp. 2014). Nasza wiedza
dotyczaca udziatu biatka p66Shc w regulacji metabolizmu komoérek nowotworowych nadal
jest niepetna i zrozumienie wszystkich aspektow tej regulacji wymaga wielu dodatkowych
badan. Jest to szczegdlnie wazne, gdyz molekularne mechanizmy udziatu biatka p66Shc w
progresji guza nowotworowego, przerzutach czy przeprogramowaniu metabolicznym
pozostaja wcigz niejasne. Dotychczasowe badania pokazaly jak niezwykle wazne dla
fizjologii komorki jest biatko p66Shc, z jednej strony begdace negatywnym regulatorem
proliferacji, a z drugiej bedace kluczowym elementem systemu odpowiedzi komorki na stres
oksydacyjny. Poznanie innych biologicznych wlasciwosci/funkcji biatka p66Shc oraz $ciezek
sygnatowych, w ktorych jest ono zaangazowane szczegdlnie w kontek$cie regulacji
metabolizmu komorek nowotworowych, wydaje si¢ by¢ niezwykle istotne z punktu widzenia

konstruowania potencjalnych terapii przeciwnowotworowych.

1.5. Rodzina bialek She

Biatka Shc nalezg do rodziny sktadajacej si¢ z czterech ,,podrodzin” okreslanych jako
ShcA, ShcB, ShcC oraz SheD z ktorych najlepiej poznang i opisang jest ShcA (ROzAKIS-
ADCOCK | WSP. 1992; NAKAMURA | wsp. 1998; AHMED & PRIGENT 2017). Podrodzina ShcA
zostata zidentyfikowana w 1992 roku jako rodzina biatek adaptorowych, sprzegajacych
aktywowany receptor czynnika wzrostu naskorka (EGF, ang. Epidermal growth factor) z
biatkiem Ras i kaskadg kinaz aktywowanych mitogenami (MAP, MAPK, ang. Mitogen —
activated protein kinases) (BONFINI I wsp. 1996; RAVICHANDRAN 2001). Rodzina ShcA
reprezentowana jest przez trzy roézne biatka kodowane przez ten sam gen. Locus genu SHCA
mapuje si¢ na chromosomie 1g21, zawierajagcym 13 eksonow, ulegajacym translacji do trzech
biatek (izoform) o masie 46, 52 oraz 66 kDa, znanych odpowiednio jako biatka p46Shc,
p52Shc oraz p66Shc (PELLICCI | wsp. 1992; HUEBNER | WsP. 1994). Niezwykle istotnym (z
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punktu widzenia zaplanowanych w niniejszej pracy doktorskiej celow) jest fakt, iz wszystkie
izoformy powstajg na drodze alternatywnego splicingu RNA, badz alternatywnej inicjacji
translacji (PELLICCI I WSP. 1992; MIGLIACCIO | WsP. 1997; RAVICHANDRAN 2001). Najdtuzsza
izoforma p66Shc sklada si¢ z 583 aminokwasow powstalych na matrycy eksonow 2-13
MRNA ShcA, podczas gdy pozostate odpowiednio z 474 aminokwasow (p52Shc) oraz 429
(p46Shc) powstatych na matrycy eksonu 1, fragmentu eksonu 2 i eksonu 3 mRNA ShcA
(WRIGHT 1 wsp. 2018; KUMAR 2019). Drugi z mechanizméw zaangazowany w powstawanie
izoform ShcA zachodzi poprzez wykorzystanie alternatywnych kodonéw startu translacji w
ramce odczytu. Biatko p66Shc powstaje w wyniku inicjacji translacji z trzech kodonéw startu
ATG, za$ izoformy p52Shc oraz p46Shc inicjacji translacji z dwoch kodonow startu ATG
znajdujacych si¢ w ramce odczytu. Wszystkie biatka zaliczane do rodziny ShcA pozbawione
sa aktywnosci katalitycznej 1 posiadaja unikalng oraz wysoce konserwatywng organizacj¢
domen. Charakteryzujg si¢ One obecnos$cig:
e C-koncowej domeny (SH2, ang. Src-homology domain 2) odpowiedzialnej za
interakcje biatko-lipidy,
e Centralnej domeny (CH1, ang. Collagen homology domain) oraz
e N-koncowej domeny wigzacej fosfotyrozyne (PTB, ang. Phosphotyrosine-binding
domain).
Ponadto, izoformy p66Shc oraz p52She zawieraja dodatkowo domene wigzaca cytochrom c
(CB). Niemniej jednak, kluczowa roznica w organizacji poszczegolnych domen pomiedzy
biatkami p52Shc/p46Shc oraz p66Shc jest obecnos¢ na N-koncu biatka unikatowej
e domeny CH2 (CH2, ang. Collagen homology domain 2) charakterystycznej wytacznie
dla biatka p66Shc (ryc. 5).
Nalezy zwroci¢ uwage, ze w zaleznoSci od petnionych funkcji poszczegdlnych izoform
fosforylacji ulegajag inne reszty tyrozynowe badZz serynowe obecne we wspomnianych
wczesniej domenach. | tak, w przypadku biatek p52Shc/p46She domena CH1 w odpowiedzi
na aktywowane receptorowe kinazy tyrozynowe ulega fosforylacji w nastepujacych resztach
tyrozynowych: Y239, Y240 oraz Y317 prowadzac do odpowiedzi zwigzanej z sygnalizacja
mitogenng. W przypadku biatka p66Shc fosforylacja tych samych reszt tyrozynowych
wywiera doktadnie odwrotny efekt — bialtko p66Shc dziala jako negatywny regulator
proliferacji (MIGLIACCIO | wsP. 2006; NATALICCHIO | wspP. 2011). Co ciekawe, domena CH2

charakterystyczna wylgcznie dla biatka p66Shc, zawiera unikatowe miejsce fosforylacji w
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reszcie seryny 36 (Ser36), ktora jest kluczowa dla wilasciwosci prooksydacyjnych biatka
p66Shc.

EGF, PDGF,
NGF

] N
;o m =+
£ s

b

/""_'ﬂ /ﬂ - Negatywny regulator
E'/m:' proliferacji

p52Shc -/m: |]:| |]
p46Shc fm:| CH1 |]:| SH2 |]

Ryc. 5 Schemat organizacji domen poszczegélnych izoform rodziny ShcA z miejscami ich fosforylacji.
PKCB - kinaza biatkowa CP; ERK - kinazy regulowane sygnatami pozakomoérkowymi; JNK — Kinazy
aktywowane stresem; EGF — czynnik wzrostu naskorka; PDGF — ptytkopochodny czynnik wzrostu; NGF —
czynnik wzrostu nerwu; TRK — receptor o aktywnosci kinazy tyrozynowej; CB — domena wigzaca cytochrom c.
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Izoformy rodziny ShcA wykazuja zréznicowany wzor ekspresji, podyktowany przez
system kontroli potranskrypcyjnej i potranslacyjnej (KumARrR 2019). Kim 1 wsp. (2012)
wskazujg acetylacj¢ oraz metylacje histonéw jako dwie najwazniejsze modyfikacje
epigenetyczne odgrywajace zasadnicza rolg w regulacji ekspresji genu SHCA. O ile biatka
p52Shc/p46Shc ulegaja ekspresji w kazdej komorce, 0 tyle biatko p66Shc ulega ekspresji w
wigkszosci komorek na réznym poziomie w zaleznosci od rodzaju tkanki (BHAT 1 wsp. 2015).
I tak, w linii komorek krwiotworczych, prawidlowych limfocytach krwi obwodowej oraz
mozgu jak réwniez w komorkach niektorych nowotworow sutka brak jest ekspresji biatka
p66Shc, badZ wystepuj¢ ona na bardzo niskim poziomie (PELICCI | WSP. 1992; STEVENSON &
FRACKELTON 1998; PELLEGRINI I wspP. 2005). Co prawda, obecnos¢ biatka p66Shc
potwierdzono w limfocytach, mysich tymocytach i limfocytach T $ledziony, ktore nabywaja
zdolnosci do jego ekspresji w odpowiedzi na bodzce apoptogenne (PACCINI | wsP. 2004).
Biatko p66Shc wystepuje specyficznie w sercu, nerkach, ptucach, watrobie 1 $ledzionie
(LEBIEDZINSKA 1 WsP. 2009). Wysoki poziom ekspresji biatka p66Shc odnaleziono réwniez w
tkance ttuszczowej, gdzie biatko to wydaje sie kontrolowa¢ adipogeneze (BERNIAKOVICH |

wsp. 2008; TomILOV I wsp. 2011).
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Liczne dane literaturowe wskazuja, ze biatko p66Shc wykazuje rozne lokalizacje
wewnatrzkomorkowe. Jego obecnos¢ stwierdzono W cytoplazmie, mitochondriach i retikulum
endoplazmatycznym. W blonie plazmatycznej biatko p66Shc bierze udziat w przekazywaniu
sygnatu, ktory posredniczy w sygnalizacji receptorowej kinazy tyrozynowej (sygnalizacja
Ras/MAPK), promuje aktywacj¢ biatka Racl (mate biatko G z rodziny Rho, ang. Ras-related
C3 botulinum toxin substrate 1) i wyzwala zalezng od oksydazy NADPH produkcj¢ RFT
(LEBIEDZINSKA-ARCISZEWSKA | WSP. 2015). Oprocz tego, biatko p66Shc wykryto roéwniez w
blonach zwigzanych z mitochondriami (MAMs, ang. Mitochondria — associated membranes)
jak rowniez blonach zwigzanych z blong plazmatyczng (PAM, ang. Plasma associated
membranes) (LEBIEDZINSKA I WsP. 2009; WIECKOWSKI I wsp. 2009). W jadrze komorkowym
p66Shc moze hamowaé czynniki transkrypcyjne FOXO (ang. Class O of forkhead box
transcription factor), a tym samym regulowac ekspresj¢ enzymow neutralizujagcych RFT
(NEMOTO & FINKIEL 2002). Obecno$¢ biatka p66Shc postulowano rowniez w przestrzeni
mi¢dzybtonowej, gdzie moze oddziatywaé z cytochromem ¢ biorgc udzial w produkcji RFT

(GIoRGIO 1 WsP. 2005).

1.5.1. Sygnalizacja komorkowa bialek ShcA

Sygnalizacja komorkowa jest niezwykle waznym procesem, ktory przeksztalca okreslony
bodziec w specyficzng odpowiedZ biologiczng. Przekazywanie sygnatu wspomagane przez
tzw. mediatory okre$lane mianem bialek adaptorowych, ktore poprzez interakcje biatko —
biatko generuja specyficzng odpowiedz komodrkowa. Rodzina biatek ShcA jest jedng z
najlepiej przebadanych rodzin biatek adaptorowych, ktérej mechanizm molekularny jest nam
znany (MIR 1 wsp. 2020). Rodzina biatek ShcA w odpowiedzi na rozne sygnaly
zewnatrzkomorkowe indukowane przez cytokiny, czynniki wzrostu 1 integryny posredniczy w
roznych kaskadach sygnatowych zaangazowanych w regulacje zaro6wno czynnos$ci
fizjologicznych jak i chorobowych (WRIGHT 1 wsp. 2018). W 1997 roku grupa badawcza
MiIGLIACCIO | WsP. (1997) opisala przeciwstawne funkcje pelnione przez izoformy
p52Shc/p46Shc oraz p66Shc. Z kolei, TERADA (2019) w swej pracy zwraca uwageg, ze
rozbieznos¢ funkcji biologicznych pelionych przez poszczegdlne izoformy w kontekscie
sygnalizacji mitogennej moze wyjasnia¢ struktura genu SHC1 zawierajacego dwa oddzielne
(regulowane) miejsca startu transkrypcji. Dodatkowo, Kkoncepcje ,,réznorodnosci
biologicznej” poszczegdlnych izoform rodziny ShcA wzmacniajg dowody na r6zng regulacje

promotora w wyniku metylacji oraz deacetylacji histonow (VENTURA 1 WSP. 2002) jak 1 r6zng
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lokalizacj¢ wewnatrzkomoérkowa biatek ShcA (VENTURA | wsp. 2004). Udziat w sygnalizacji
mitogennej przypisano gtownie izoformom p52Shc oraz p46Shc, podczas gdy izoforme
p66Shc oprocz petnienia unikalnych funkcji m.in. w mitochondrialnej odpowiedzi na stres
oksydacyjny zaczeto uwaza¢ za negatywny regulator proliferacji (MIGLIACCIO | wsP. 1999;
PELLEGRINI & BALDARI 2009; NATALICCHIO | wsP. 2011). W zwiazku z powyzszym,
mechanizm aktywacji receptora kinaz tyrozynowych (RTK ang. Receptor tyrosine kinase) w
przypadku biatek p52Shc oraz p46Shc wyglada nieco inaczej niz w przypadku p66Shc.
Mianowicie, aktywacja RTK, w wyniku dziatania czynnikow wzrostu, skutkuje rekrutacja
biatek p52Shc/p46She, a nastgpnie ich fosforylacja. Biatka te wigza si¢ z ufosforylowanymi
receptorami poprzez domen¢ PTB, badz SH2, same ulegajac fosforylacji w resztach
tyrozynowych obecnych w domenie CH1 (Y239/240, Y317) (PeLicct | wsp. 1992;
RAVICHANDRAN | WsP. 1993). Biatko zwigzane z receptorem czynnika wzrostu 2 (Grb2, ang.
Growth Factor Receptor bound Protein 2) tworzy nastgpnie kompleks z biatkiem SOS1
(wymieniacz nukleotydow GDP/GTP w biatku Ras, ang. Son of sevenless 1), za$ tak
utworzony kompleks Grb2/SOS1 jest ,,rekrutowany” przez ufosforylowane juz biatka
p52Shc/p46Shc 1 przytaczany do reszt fosfotyrozyny w wyniku bezposredniego
oddziatywania z domeng Grb2-SH2. W konsekwencji prowadzi to do aktywacji biatka Ras, a
tym samym propagacji sygnatow mitogennych skutkujac aktywacja szlaku Ras/MAPK
(PELICCI I wsP. 1992; MIGLIACCIO | WSP. 1997) (ryc. 6).
Czynniki wzrostu EGF
NGF
PDGF

VEGF
HGF
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Ryc. 6 Schematyczne przedstawienie aktywacji bialek Ras przez izoformy p52Shc/p46She (na podstawie
KLEINER 2005). EGF — czynnik wzrostu naskorka; NGF — czynnik wzrostu nerwu; PDGF — plytkopochodny
czynnik wzrostu; VEGF — czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego; HGF — czynnik wzrostu hepatocytow;
Erk — kinazy regulowane sygnatami pozakomorkowymi.
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Co cieckawe, w przypadku biatka p66Shc pomimo fosforylacji reszt tyrozynowych w
odpowiedzi na EGFR, szlak RassIMAPK nie jest aktywowany (MIGLIACCIO | wsP. 1997,
ARANY | wsp. 2008). Do tej pory mechanizm ten nie jest do konca poznany. Pierwsza z
hipotez zaktada, iz biatko p66Shc wigze Grb2 w konformacji uniemozliwiajgcej aktywacje
biatka Ras (MIGLIACCIO | wsP. 1997). Ponadto, MiGLIACCIO | wsP. (1997) wykazali, ze
ekspresja p66Shc hamuje indukowang przez EGF aktywacj¢ promotora c-fos (komorkowy
protoonkogen nalezgcy do genéw wezesnej odpowiedzi komorkowej). Druga hipoteza oparta
jest na zasadzie wspotzawodnictwa biatka p66Shc z pozostatymi izoformami p52Shc/p46She
o wigzanie z Grb2 (OKADA | wsp. 1997). Autorzy wykazali, ze w tym wypadku dochodzi nie
tylko do fosforylacji reszt tyrozynowych lecz rowniez seryny/treoniny biatka p66Shc w
odpowiedzi na dziatania EGF co znaczgco ostabia jego zdolno$¢ do taczenia si¢ z EGFR ale
nie z Grb2. Ostatnia z hipotez wskazuje, ze biatko p66Shc moze wigza¢ si¢ do kompleksu
Ras/GAP (GAP, ang. GTPase activating protein) negatywnie wplywajac na aktywacje biatka
Ras (DUPONT & BLANCQ 1999) (ryc. 7).

Erk

Ryc. 7 Mozliwe mechanizmy dzialania bialka p66Shc w sygnalizacji RassMAPK (ha podstawie KLEINER
2005). Biatko p66Shc wigze sie z Grb2 w konformacji uniemozliwiajgcej aktywacje Ras (A); biatko p66Shc
rywalizuje z pozostalymi izoformami p52Shc oraz p46Shc o wigzanie z Grb2 (B); bialko p66Shc wiaze si¢ z
kompleksem RasGAP w konsekwencji nie prowadzac do aktywacji Ras.

41



Podsumowujac, biatko p66Shc w stanie fizjologicznym (komoérkach zdrowych) odmiennie niz
biatka pS2Shc oraz p46Shc dziata jako negatywny regulator proliferacji, hamujac sygnalizacje
mitogenng. Jest to niezwykle obiecujagce z punktu widzenia badan nad komoérkami

nowotworowymi, charakteryzujacymi si¢ bardzo czesto nieograniczonym wzrostem komorek.

1.6. Rolai funkcje bialka adaptorowego p66Shc w stanie fizjologicznym

Biatko adaptorowe p66Shc stanowi najdluzsza z izoform zaliczanych do rodziny
ShcA, ze wzglegdu na obecnos¢ dodatkowej domeny CH2 na N-koncu tancucha
aminokwasowego. Jak juz opisano w rozdziale 1.5.1, klasycznie w odpowiedzi na stymulacje
czynnikami wzrostowymi biatko p66Shc jest fosforylowane w tych samych resztach
tyrozynowych co pozostate biatka rodziny ShcA (p52Shc oraz p46Shc), wykazujac jednak
odmienna odpowiedz fizjologiczna. Niemniej jednak, najbardziej interesujacym wydaje si¢
fakt, ze ze wzglgdu na obecno$¢ unikalnego wytacznie dla biatka p66Shc miejsca fosforylacji
w reszcie Ser36, izoforma ta zaangazowana jest w znacznie szersze spektrum pelionych w
komorce funkcji w poréwnaniu z biatkami p52Shc oraz p46Shc. Przede wszystkim, obecno$é
Ser36 jest krytyczna w pehieniu przez biatko p66Shc funkcji prooksydacyjnych szczegolnie
istotnych z punktu widzenia mojej pracy doktorskiej. Warte podkreslenia jest to, ze przez
wiele lat izoforma ta byta intensywnie badana gtéwnie w konteks$cie roli negatywnego
regulatora proliferacji (MIGLIACCIO I WsP. 1999; PELLEGRINI & BALDARI 2009; NATALICCHIO |
wsp. 2011), odpowiedzi komorki na stres oksydacyjny (GIORGIO 1 wsP. 2005; PANI 2010; RAY
I wsP. 2012) oraz starzeniu si¢ i regulacji dtugosci zycia ssakow (MIGLIACCIO | wsP. 1999;
PINTON & Ri1zzuT0 2008; LEBIEDZINSKA 1 WsP. 2009; ORSINI I WsP. 2004; KLOTZ 1 wsP. 2015)
jak rowniez apoptozy (GIORGIO | wsP. 2005; TRINEI 2002). Aktualnie uwaza si¢, ze biatko
p66Shce bierze udziat takze w wielu innych stanach patologicznych, m.in. w: cukrzycy (YANG
I wsp. 2014; MIR 1 wsp. 2020), chorobach uktadu krazenia (MILLER | wsP. 2016; KUMAR
2019), stluszczeniu watroby (BERNIAKOVICH 1 wspP. 2008; TOMITA 1 wspP. 2012) jak rowniez
chorobach neurodegeneracyjnych (CoNTI I wsP. 1997; PESARESI | wsp. 2011; MAJ I WSP.
2010). Co wigcej, biatko p66Shc jest zaangazowane rowniez W procesy zwigzane z chorobg
nowotworowa: proliferacje komérek nowotworowych (VEERAMANI | WsP. 2008; MUNIYAN |
wsp. 2015), progresje guza nowotworowego (LEE | wsp. 2004; VEERAMANI | wspP. 2008),
metastazg (RAJENDRAN I wsP. 2010) czy przeprogramowanie metaboliczne (SOLIMAN I WsP.
2014). Wieloaspektowos¢ wlasciwosci biatka p66She czyni go interesujagcym kandydatem do

dalszych badan zarowno w kontekscie réznych stanow fizjologicznych komorki jak i
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wspomnianych stanow patologicznych. W niniejszym rozdziale opisana zostanie rola biatka

p66Shc w procesach stanu fizjologicznego komorki.

1.6.1. Bialko p66Shc i jego rola w starzeniu si¢ i regulacji dlugosci zycia

W poczatkowym etapie rozwoju badan nad biatkiem p66Shc, byto ono intensywnie
badane w kontekscie jego roli w regulacji dtugosci zycia u ssakow, a tym samym w procesie
starzenia si¢. MIGLIACCIO | wsP. (1999) zaproponowali, ze izoforma p66Shc moze
kontrolowa¢ dlugo$¢ zycia ssakdw poprzez regulacje odpowiedzi komodrkowej na stres
oksydacyjny. Przede wszystkim, nalezy podkresli¢, ze poszczegolne funkcje pelnione przez
biatko p66Shc sg wynikiem udziatu izoformy p66Shc w $ciezce przekazywania sygnatu
aktywowanej w wyniku wewnatrzkomorkowego stresu oksydacyjnego i sg $ci§le od siebie
zalezne. Starzenie si¢ to powszechnie zachowany proces charakteryzujacy sie postepujaca
utrata homeostazy tkanek oraz narzadow, zwigkszajaca tym samym podatno$¢ na rézne
choroby. GUARENTE & KENYON (2000) sugeruja, ze w starzejacych si¢ modelach zwierzgcych
zardwno bezkregowcow jak i kregowcow istnieje silna korelacja miedzy dlugowiecznos$cig a
wzrostem odpornosci na stres oksydacyjny. Prace MIGLIACCIO | wsP. (1999) jak rowniez
PINTON & RizzuTO (2008) jasno wskazuja, ze W odpowiedzi na stres oksydacyjny zwigkszona
ekspresja p66Shc znaczaco przyczynia si¢ do apoptozy komoérek. Pozbawienie myszy biatka
p66Shc wydtuzato jej dlugos¢ zycia o 30% w poréwnaniu z typem dzikim myszy. NEMOTO &
FINKIEL (2002) zasugerowali, ze czynnik transkrypcyjny typu forkhead (FKHR-L1),
specyficznie indukujacy geny dysmutazy ponadtlenkowej 1 katalazy, moze by¢
odpowiedzialny za zwigkszong odpornos¢ komoérek p66Shc na stres oksydacyjny. Wyzsza
aktywnos¢ katalazy zaobserwowano u myszy pozbawionych p66Shc, co rowniez skutkowato
przedtuzeniem ich dlugosci zycia w pordwnaniu z myszami typu dzikiego (SCHRINER | WSP.
2005). Stwierdzono réwniez, ze inaktywacja biatka p66Shc odgrywa kluczowa rolg w
réznych procesach zwigzanych ze starzeniem si¢ mozgoéw myszy. Mianowicie, m6zgi myszy
pozbawionych p66Shc charakteryzowaly si¢ opoznionym starzeniem, wykazywaty
zmniejszone zmiany w rownowadze redoks oraz lepszg dynamike i biogeneze¢ mitochondriéw
(PEREZ 1 wsP. 2018). Role biatka p66Shc w regulacji starzenia si¢ stwierdzono rowniez W
przypadku hepatocytow. Wykazano, ze stres oksydacyjny zwigksza produkcje
mitochondrialnych RFT za posrednictwem p66Shc a tym samym przyspiesza starzenie si¢
watroby (ZHANG | wsp. 2020). Autorzy ci sugerujg, ze biatko p66Shc prawdopodobnie

reguluje starzenie si¢ hepatocytow poprzez szlak zwigzany z biatkami p53/p21. Catkiem
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niedawno zbadano tez wptyw delecji genu p66Shc na dlugos¢ zycia u myszy z niedoborem
TERC (sktadnik telomerazy RNA, ang. Telomerase RNA component). Z uwagi na to, ze
myszy TERC -/- majg krotkie telomery i skrocong dtugo$¢ zycia, potwierdzono, ze usunigcie
biatka p66Shc nie miato w tym wypadku wplywu na dlugosé¢ zycia zwierzat (GIORGIO | WSP.
2016).

1.6.2. Prooksydacyjna funkcja bialka p66Shc oraz jego rola w procesie apoptozy

Biorac pod uwage dostgpne dane literaturowe, ktoére niejednokrotnie wskazuja na
mitochondria jako kluczowy regulator dlugowieczno$ci, wiele grup badawczych skupito
swoje wysitki nad identyfikacja mechanizmow odpowiedzialnych za szkodliwy wpltyw
produkcji RFT w mitochondriach na proces starzenia si¢. Przyktadem efektora
mitochondrialnego posredniczacego w produkcji RFT, a tym samym zaangazowanego W
odpowiedz komorki na stres oksydacyjny moze by¢ wilasnie biatko adaptorowe p66Shc.
Zasadniczo, wewnatrzkomorkowy poziom RFT mozna zwigkszy¢ za pomocg trzech
glownych mechanizméw: zmniejszenia wychwytywania RFT, zwigkszenia aktywnosci
oksydaz btonowych badz w wyniku ,,wycieku” elektronéw z mitochondrialnego tancucha
oddechowego. Potwierdzono, ze biatko p66Shc moze podnosi¢ wewnatrzkomoérkowy poziom
RFT w wyniku dziatania wszystkich trzech wspomnianych mechanizméw (TRINEI | WSP.
2009; WRIGHT 1 wsp. 2018). | tak, biatko p66Shc moze regulowaé aktywnos$¢ oksydazy
NADPH zwigzanej z btong plazmatyczng w celu wytworzenia RFT poprzez aktywacje biatka
Racl za posrednictwem Grb2 (GALIMov 2010; TomiLov I wsp. 2010; OSHIKAWA | WSP.
2012). Biatko p66Shc moze zmniejsza¢ wychwytywanie RFT poprzez regulacje ekspresji (jej
zmniejszenie) enzymow antyoksydacyjnych: dysmutazy ponadtlenkowej 2 (SOD2) oraz
peroksydazy glutationowej w wyniku interakcji z biatkiem BPix (ang. Pak-interacting
exchange factor) oraz FOXO3a. W warunkach fizjologicznych czynnik transkrypcyjny
FOXO3a znajduje si¢ w jadrze komorkowym prowadzac do transkrypcji enzymow
antyoksydacyjnych. Natomiast w warunkach stresu oksydacyjnego biatko p66Shc tworzy
kompleks z biatkiem PPix, ktory jest zdolny do wigzania FOXO3a w cytozolu, ostabiajgc
ekspresje genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne, a takze promujac proliferacje
(CHAHDI & SOROKIN 2008; GALIMoV 2010). Trzeci z mechanizmow obejmuje produkcje
RFT, bedaca konsekwencja funkcjonowania mitochondrialnego tancucha oddechowego. Pod
wplywem zwigkszonego stresu oksydacyjnego niewielka cze$¢ cytozolowej frakcja p66Shc

przemieszcza si¢ do mitochondriow (ORSINI I wSP. 2004; GIORGIO | wsp. 2005; NEMOTO |
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wsp. 2006). W wyniku interakcji z kompleksem importujacym TOM/TIM oraz
mitochondrialnym biatkiem szoku cieplnego (mtHsp70) przedostaje si¢ do przestrzeni
mi¢dzybtonowej, gdzie moze oddziatywaé z cytochromem c i przyczynia¢ si¢ do produkcji
H202. Mechanizm zgodnie, z ktérym biatko p66Shc wywiera swoj prooksydacyjny efekt w
warunkach fizjologicznych zwigkszajac wewnatrzkomérkowy poziom RFT jest wecigz
przedmiotem badan. Translokacja biatka p66Shc do mitochondrialnej przestrzeni
mi¢dzybtonowej w odpowiedzi na stres oksydacyjny rozpoczyna si¢ od aktywacji kinazy
biatkowej CB (PKCP). Nalezy podkresli¢, ze rodzina kinaz bialkowych C sktada si¢ z 10
pokrewnych kinaz serynowo/treoninowych, z ktérych niektére z nich sg kluczowymi
regulatorami proliferacji, przezywalnosci i $mierci komoérki (REYLAND 2009). Wykazano, ze
PKCp jest aktywowana podczas stresu oksydacyjnego i indukuje fosforylacje biatka p66shc w
unikalnej reszcie Ser36 (PINTON I wsp. 2007). Fosforylowane biatko p66shc jest nastepnie
rozpoznawane przez izomeraze¢ prolylowa (PIN1), ktora z kolei umozliwia jego izomeryzacje
cis-trans. Nastepnie, biatko p66Shc jest defosforylowane przez biatkowg fosfataze
serynowo/treoninowg typu 2 (PP2A) (ryc. 8). W takiej formie biatko p66Shc przemieszcza sig
do przestrzeni migdzybtonowej, gdzie jest zaangazowane (dzigki obecnosci unikalnej domeny
CH2), w przenoszenie elektronéw z cytochromu ¢ na tlen czgsteczkowy, co prowadzi do
powstania H20O2 (LEBIEDZINSKA 1 WSP. 2009). Zwigkszona produkcja H20O2 w mitochondriach
przyczynia si¢ do wzrostu wewnatrzkomorkowego poziomu H2O.. To z kolei, aktywuje
kinaze biatkowag CB (a tym samym fosforylacje p66Shc w reszcie Ser36) i ostatecznie
prowadzi do aktywacji samoczynnie wyzwalajacej si¢ petli produkcji RFT. GIORGIO | WsP.
(2005) dowiedli, ze H202 wytwarzany przez p66Shc w mitochondriach indukuje otwarcie
mitochondrialnego ~ megakanatu.  Dodatkowo,  uwalnianie  réznych  czynnikow
proapoptotycznych, w tym cytochromu ¢ do cytozolu aktywuje kaskadg¢ apoptotyczng
prowadzacg do $mierci komorki (ORSINI I WSP. 2004; GIORGIO | wsP. 2005). Szereg badan
wykazal, ze komorki pozbawione biatka p66Shc sg odporne na apoptoze indukowang réznymi
czynnikami, w tym promieniowaniem ultrafioletowym, staurosporyna, jonoforem wapnia czy
taksolem (MiIGLIACCIO I wSP. 1999; PACINI 1 wsP. 2004; ORSINI I WsP. 2004). Warto zauwazyc¢,
ze w warunkach in vitro, traktowanie komoérek bodzcami proapoptotycznymi, takimi jak UVC
lub H20>, indukuje uwalnianie biatka p66Shc, ktore moze nastepnie swobodnie reagowac z
cytochromem ¢ (ORSINI 1 wsP. 2004). Stosunkowo niedawno pojawita si¢ jeszcze inna teoria
thumaczaca wplyw biatka p66Shc na mitochondrialng produkcje RFT. Postuluje si¢, ze w
odpowiedzi komodrki na stres oksydacyjny bialko p66Shc nie przemieszcza si¢ do

mitochondrialnej przestrzeni migdzyblonowej, a jedynie do frakcji blon MAM Scisle
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oddzialujacej z mitochondriami gdzie bierze udziat w produkcji RFT (LEBIEDZINSKA I WSP.
2009).

Btona komérkowa

/

\
.gergf, l : [zomeryzacja cis-trans
. \ A 4 7» 1
[essienl s,

C?Q-
&l
PP2A Defosforylacja

( interal_‘(c\ja“"'

Ryc. 8 Szlak sygnalizacyjny prooksydacyjnej $ciezki bialka p66Shc. PKCp — kinaza biatkowa Cf; Ser660-
PKCPB — ufosforylowana w reszcie Ser660 kinaza biatkowa CB; Pinl — izomeraza prolylowa; PP2A — biatkowa
fosfataza serynowo/treoninowg typu 2; cyt. ¢ — cytochrom c. Opis poszczegolnych etapow w tekscie.

Dodatkowo wykazano, ze insulina aktywuje ,,wtasciwosci” redoks biatka p66Shc,
przyczyniajac si¢ w ten sposob do produkcji RFT, ktore z kolei wptywaja na sygnalizacje
insuliny, zmniejszajac zuzycie tlenu przez mitochondria i promuje tworzenie tkanki
thuszczowej (BERNIAKOVICH I wsP. 2008). Dane te sugeruja, ze szlak sygnatowy p66Shc moze
by¢ glownym wyznacznikiem metabolizmu energetycznego ssakow. Wykazano, ze zwierzeta
pozbawione biatka p66Shc miaty zaburzong termoregulacje spowodowang redukcjag masy

thuszczowej zarowno biatej, jak i brunatnej tkanki ttuszczowej (BERNIAKOVICH | WsP. 2008).

1.6.3. Udzial bialka p66Shc w wybranych stanach chorobowych

Zwigzek biatka p66Shc z odpowiedzig komorki na stres oksydacyjny skutkuje rowniez
jego zaangazowaniem w stosunkowo szerokie spektrum r6znych dysfunkcji. Zaliczy¢ do nich

mozemy: choroby uktadu nerwowego, zaburzenia metaboliczne (niecalkoholowe stluszczenie
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watroby, otylo§¢, cukrzyca, choroby sercowo-naczyniowe, dysfunkcje $rodbtonka
naczyniowego itp.) jak réwniez choroby nowotworowe, ktérym poswiecono osobny rozdziat
(rozdziat 1.7).

» p66Shc w chorobach ukladu nerwowego

Rodzina biatek ShcA moze odgrywaé niezwykle istotng rolg w roznych stadiach
rozwoju mozgu, a profile ekspresji ShcA sa scisle regulowane w mozgu. CONTI | WSP. (1997)
wykazali, iz wszelkie zaburzenia w ekspresji biatka p66Shc na réznych etapach rozwoju
moézgu mogg wywotywac choroby neurodegeneracyjne. Pokazano, ze biatko p66Shc moze
pehni¢ role w stwardnieniu zanikowym bocznym (ALS, ang. Amyotrophic lateral sclerosis), w
ktérym za wczesne objawy choroby uwaza si¢ zwigkszony stres oksydacyjny, uszkodzenia i
dysfunkcje mitochondridéw. PESARESI | wsP. (2011) skorelowali mutacje SOD1 (stwierdzane
juz na wezesnym etapie choroby) z biatkiem p66Shec w komorkach nerwowych. Pozbawienie
komorek nerwowych (wykazujacych mutacje SOD1), biatka p66Shc poprawia funkcje
mitochondriow, spowalnia poczatek choroby (ALS) jak rowniez poprawia sprawno$¢
motoryczng i przedtuza przezycie u myszy transgenicznych (mysi model doswiadczalny ALS)
(PESARESI 1 wsP. 2011). Ponadto, potencjalny wptyw biatka p66Shc zauwazono réwniez W
chorobie Alzheimera. W ludzkich komoérkach SH-SY5Y zwigkszenie ekspresji genu
kodujacego biatko p66Shc skutkowato zwigkszeniem wydzielania amyloidu beta (AB1-42) w
odpowiedzi na antybiotyk wywolujacy stres oksydacyjny — anizomycyne (WANG | WSP.
2016). Z kolei badania in vivo przeprowadzone przez grupe DERUNGS | WsP. (2017) sugeruja,
ze ablacja genetyczna p66Shc w linii myszy transgenicznych (stanowigcych mysi model
choroby Alzheimera) chroni przed indukowang przez AP dysfunkcja mitochondriéw in vivo.
Poprawa funkcji mitochondriéw i obnizony poziom RFT towarzyszy zmniejszeniu deficytow
funkcji poznawczych zwigzanych z AP obserwowanych w chorobie Alzheimera. MAJ I WSP.
(2010) odkryli, ze fosforylacja biatka p66Shc w reszcie Ser36 moze odgrywac potencjalng
rolg w wystapieniu choroby Parkinsona. Zwiekszenie fosforylacji w reszcie Ser36 powoduje
zmniejszenie poziomu regulatora morfologii mitochondriow (PINK1, ang. PTEN-induced
kinase 1), co prowadzi do stresu oksydacyjnego i apoptozy fibroblastow.

W jednej ze swoich prac (PRILL I wsP. 2021) rowniez podjetam probe okreslenia
potencjalnej korelacji miedzy typem nowotworu mézgu u dzieci, stopniem ich ztosliwosci a
poziomem badanych biatek Ras, TrkB oraz trzech izoform rodziny ShcA (p66Shc, p52Shc
oraz p46Shc). Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaty, ze sposrod badanych biatek
ShcA jedynie biatko p46Shc wykazywato podwyzszony poziom W nowotworach z | stopniem

ztosliwosci w porownaniu z pozostatymi (II, III oraz IV) (PRILL I wsP. 2021). W przypadku
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bialka p66Shc jego poziom wydaje si¢ by¢ podobny we wszystkich typach badanych
nowotworow bez wzgledu na ich stopien ztosliwosci.

» p66Shc w chorobach metabolicznych

Analiza ekspresji mMRNA p66Shc u pacjentdw z cukrzycg i osoéb zdrowych wykazata
zdecydowanie wyzszg ekspresje p66Shc w jednojadrzastych komodrkach krwi obwodowe;j
pacjentow z cukrzycg w poréwnaniu do osoéb zdrowych (FADINI I wsp. 2018). Podobnie,
wykazano, ze stopniowy wzrost ekspresji genu kodujgcego biatko p66Shc sprzyjat rozwojowi
cukrzycy i powodowat wzrost liczby komoérek apoptotycznych (ZHAO 1 wsp. 2018). XU I WSP.
(2016) zaproponowali biatko p66Shc, jak i jego ufosforylowang w reszcie Ser36 forme jako
nowe biomarkery wywotanej stresem oksydacyjnym nefropatii cukrzycowej. Stwierdzili oni
bezposrednig korelacje migdzy poziomem biatka p66Shc oraz ufosforylowanej w reszcie
Ser36 formy a stopniem uszkodzenia monocytéw krwi obwodowej oraz tkankach z biopsji
nerek u pacjentéw z nefropatig cukrzycows.

W zwigzku z tym, ze biatko p66Shc uwaza si¢ za jednego z regulatorow zwigkszonej
produkcji RFT czy indukcji apoptozy, podejrzewa sie, ze biatko to moze odgrywac takze
istotng role w rozwoju niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby (NAFLD, ang. Non-
alcoholic fatty liver disease). W ludzkich i mysich modelach niealkoholowego
stluszczeniowego zapalenia watroby (NASH), bedacego jednym ze spektrum NAFLD,
zwigkszona ekspresja genu kodujacego biatko p66She i akumulacja RFT byla bezposrednio
zwigzana z progresja tej choroby (TOMITA 1 wsp. 2012).

Wielu badaczy wskazuje réwniez na zwigzek chorob sercowo — naczyniowych
(indukowanych zaburzeniami stanu roéwnowagi pomiedzy iloscig powstajacych RFT a
zdolno$cia ich usuwania) z biatkiem adaptorowym p66Shc (LEE | wsp. 2012; KUMAR 2019).
Potwierdzeniem takiego zwiazku moze by¢ fakt, ze myszy charakteryzujace si¢ brakiem
biatka p66Shc wykazywaly zmniejszone upos$ledzenie czynnosci serca, naczyn i nerek
(VIKRAM | wsp. 2014). Nalezy rowniez zwroci¢ uwage, ze regulowana przez p66shc
produkcja RFT jest uwazana za jeden z gldéwnych czynnikow stymulujacych wzrost tkanki
thuszczowej 1 gromadzenia tluszczu w organizmie. Myszy pozbawione biatka p66Shc
charakteryzowaly si¢ znacznie mniejsza otytoscia wywotlang dietg, akumulacja thuszczu i
wzrostem podstawowego metabolizmu jak rowniez wrazliwo$cig na insuling (BERNIAKOVICH
I wsp. 2008).
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1.7.  Rola bialka p66Shc w nowotworach

Biatko p66Shc jest zaangazowane rowniez w rozw0j, progresj¢ oraz proces metastazy
komorek nowotworowych. W zaleznosci od intensywnos$ci powstawania uszkodzen i
wydajno$ci systemu naprawczego mutacje, ktére kumuluja si¢ w komoérkach, moga wywotaé
ich $mier¢ (apoptoze) lub prowadzi¢ do rozwoju nowotworu. Biatko p66Shc odgrywa wazng
role w eliminacji uszkodzonych komorek poprzez inicjacje apoptozy indukowanej przez RFT.
Jak juz opisano, biatko p66Shc moze rowniez odgrywaé kluczowa role w proliferacji
komorek. Brak rownowagi pomiedzy procesami proliferacji, a apoptozy moze przyczyniac si¢
do rozwoju r6znych chordb, m.in. chorob autoimmunologicznych czy tez nowotworow (EVAN
& VOUSDEN 2001). Wydaje sie¢, ze oprocz klasycznej roli biatka p66Shc, przypisywany jest
mu takze udziat w rozwoju i progresji nowotworow jak rowniez w metastazie.
Potwierdzeniem tego moga by¢ chociazby dane podsumowane w pracy przegladowe;j
LEBIEDZINSKA — ARCISZEWSKA | WSP. (2015).

Przykladem czasteczek sygnalowych, ktore maja zwiazek z biatkiem p66Shc oprocz
RFT, sa takze hormony steroidowe, ktorym coraz czesciej przypisuje si¢ role W regulacji
procesow proliferacji (ALAM 1 wsP. 2009), jak i progresji komorek nowotworowych (ALFEREZ
I wsp. 2018). Badania przeprowadzone przez HENDERSON & FEIGELSON (2000) wyraznie
wskazuja, ze zaburzenia w poziomach hormonow steroidowych sg waznym czynnikiem, ktory
moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju okreslonych typow nowotworéw. Moga nimi by¢:
nowotwory prostaty i jader (androgeny, estrogeny), nowotwory sutka (estrogen, progesteron),
nowotwory jajnika (hormon folikulotropowy, estrogen, androgen), nowotwory szyjki macicy
(estrogen) jak rowniez howotwory tarczycy (hormon tyreotropowy, estrogen) (HENDERSON &
FEIGELSON 2000). Z kolei badania grupy badawczej LEe 1 wsp. (2004) wskazuja, ze hormony
plciowe moga regulowaé ekspresje genu kodujacego biatko p66Shc. Ponadto, badania
przeprowadzone przez inne grupy badawcze wskazuja na pozytywna korelacje miedzy
poziomem biatka p66Shc, a szybkoscig proliferacji komorek steroidozaleznych typow
nowotworow: sutka (JACKSON I wsp. 2000; FRACKELTON I wsp. 2006), jajnika (MUNIYAN |
wsp. 2014), prostaty (RAJENDRAN I wsP. 2010) oraz tarczycy (PARK I wsp. 2005). Wartym
podkreslenia jest to, ze hormony steroidowe nie majg wptywu na inne biatka z rodziny ShcA,
p52Shc i p46Shc (JACKSON I wsp. 2000; VEERAMANI | WsP. 2005). VEERAMANI | WsP. (2008)
w swej pracy podkreslaja rownolegla produkcje RFT w ,stymulowanej przez p66Shc”
proliferacji komorek nowotworowych. Poziom p66Shc jest istotnie wyzszy W typach

nowotworow zaleznych od steroidow (RAJENDRAN | wsp. 2010). Dodatkowo, podwyzszony

49



poziom biatka p66Shc byt skorelowany z wyzszym poziomem receptora androgenowego (LEE
I wsP. 2004). Niezwykle interesujacym wydaje si¢ fakt, ze zmniejszona fosforylacja biatka
p66Shc w reszcie Ser36 koreluje z proliferacjg stymulowang przez androgeny w komorkach
nowotworu prostaty (RAJENDRAN | WsSP. 2010). Podwyzszony poziom biatka p66Shc w
regulowanych przez androgeny komorkach raka prostaty odgrywa kluczowa role w
zwigkszaniu tempa ich proliferacji. Tym samym przyczynia si¢ do zwigkszenia stopnia
zto$liwosci tych komoérek rakowych (RAJENDRAN 1 wWsp. 2010). W przypadku nowotworow
sutka wyzszy poziom biatka p66Shc korelowat z wigkszymi zdolnosciami metastatycznymi

nowotworoéw (JACKSON I wsp. 2000; VEERAMANI | wsp. 2008).

1.7.1. Bialko p66Shc w nowotworach sutka

Funkcj¢ biatka p66Shc w nowotworze sutka badano zaréwno na modelach
komorkowych jak i modelach in vivo. W liniach komoérkowych MDA-MB-231 oraz MCF-7
zaobserwowano wzrost ekspresji p66Shc, ktory zwigzany byl ze wzrostem potencjatu
metastatycznego, jak réwniez zwigkszong proliferacja komorek (URSINI-SIEGEL & MULLER
2008). Wykazano, ze w odpowiedzi na stymulacj¢ czynnikami wzrostowymi (np. EGF),
biatko p66Shc wraz z Grb2 promuja wzrost komorek nowotworowych raka sutka, jak rowniez
ich migracj¢. Dzieje si¢ tak w wyniku interakcji p66Shc oraz Grb2 z matymi biatkami
wigzacymi nukleotydy guaninowe — ARF1 oraz ARF6 (czynnik rybozylacji ADP1) (HAINES I
wspP. 2014). Te ostatnie sg biatkami, ktore dzialajg jako kluczowe regulatory wzrostu komorek
nowotworowych, ktorych poziom jest istotnie podniesiony w wigkszosci Wwysoce
,inwazyjnych” liniach komérkowych raka sutka. W przypadku linii komérkowej MCF-7
stwierdzono zar6wno podwyzszony poziom biatka p66Shc jak i zwigkszone tempo wzrostu
komorek tej linii traktowanych estrogenami (LEE 1 wsp. 2004). LEwiIS | wspP. (2020) wysuneli
hipoteze, ze biatko p66Shc wspdlnie z innymi genami kodujgcymi biatka ,,sprzyjajace”
przerzutom wspiera kluczowe etapy kaskady metastazy komorek raka sutka. HUANG | wsp.
(2019) wskazali na istnienie mozliwych zalezno$ci pomig¢dzy biatkiem p66Shc, a czynnikiem
transkrypcyjnym STAT3 (przekaznik sygnatu i aktywator transkrypcji, ang. Signal transducer
and activator of transcription). Mianowicie, w komoérkach raka watrobowokomorkowego
pozbawionych biatka p66Shc fosforylacja STAT3 w reszcie Ser727 byta obnizona. Poziom
bialka p66Shc zmierzono réowniez w probkach pobranych od pacjentow. Stwierdzono
podwyzszony poziom p66Shc w probkach pacjentéw, u ktorych potwierdzono przerzuty do

weztow chtonnych (JACKSON 1 wsp. 2000). Niezwykle wazna obserwacja zostata poczyniona
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przez HUDSON 1 wspP. (2014). Pokazali oni, ze biatko p66Shc moze bra¢ udziat w kluczowym
procesie zwickszajacym zto§liwos¢ raka sutka — tak zwanym przejsciu epitelialno-
mezenchymalnym (EMT, ang. Epithelial-mesenchymal transition), w wyniku ktérego
komorka nabywa zdolno$¢ do migracji i inwazyjnosci. Podwyzszony poziom p66Shc w
pierwotnych nowotworach sutka (gléwnie guzy typu luminalnego) zwigzany jest wilasnie z
przej$ciem epitelialno-mezenchymalnym w tych guzach (HUDSON 1 wsp. 2014). W $wietle
przedstawionych powyzej informacji, biatko p66Shc identyfikuje si¢ coraz cze$ciej jako jeden
z pierwszych prognostycznych biomarkerow do identyfikacji bardziej agresywnych guzéw o
wlasciwosciach mezenchymalnych, niezaleznie od podtypu molekularnego (DAVOL | WSP.

2003; HUDSON 1 wsp. 2014).

1.7.2. Bialko p66Shc w nowotworach prostaty

Dane przedstawione przez RAJENDRAN | WsP. (2010) wskazuja, ze poziom biatka
p66Shc jest korelowany réwniez z tempem wzrostu komodrek nowotworu prostaty.
Potwierdzono zdecydowanie wyzszy poziom tego biatka w gruczolakorakach prostaty, anizeli
w sasiadujacych niezmienionych komoérkach gruczotowych (DAvoL 1 wsp. 2003; LEE | WSP.
2004). Poziomy biatka p66Shc byty 4 -10cio — krotnie wyzsze w komorkach nowotworowych
charakteryzujacych si¢ szybkim tempem wzrostu (linie komérkowe PC-3 oraz DU145), w
poréwnaniu Z wolno rosngcymi komorkami nowotwordéw prostaty (linia komorkowa LNCaP
C-33) (VEERAMANI I wsp. 2008). Niemniej jednak, w tych ostatnich zarowno poziom p66Shc
jak i tempo wzrostu komorek zwieksza si¢ po ich traktowaniu androgenami lub EGF (LEE |
wsp. 2004). Wydaje si¢ wige, ze podwyzszony poziom biatka p66Shc moze odgrywac
kluczowa role w regulacji (zwigkszeniu) proliferacji komorek raka prostaty, kontrolowanej
przez androgeny i przyczynia si¢ do zwigkszenia stopnia zto§liwosci tych komorek. Ponadto
komorki LNCaP C-81 i PC-3, ktore cechuje wysoki poziom p66Shc, wykazuja odpowiednio
wyzszy potencjal przerzutowy niz komorki LNCaP C-33 (VEERAMANI | wsp. 2008). W
stymulowanych androgenami komorkach nowotworu prostaty podwyzszona ekspresja p66Shc
koreluje takze z podwyzszonym poziomem RFT i zwigkszong proliferacja tych komorek. Z
drugiej strony, traktowanie przeciwutleniaczami (np. selenem czy witaming E) badz
pozbawienie komorek biatka p66Shc spowodowalo obnizenie tempa proliferacji komorek
nowotworu prostaty. Sugeruje si¢ ze androgeny podwyzszaja poziom p66Shc, co prowadzi do
wzrostu poziomu/produkcji RFT oraz potencjatu przerzutowego komorek nowotworu prostaty

(RAJENDRAN | wsP. 2010; VEERAMANI | wsP. 2012). Ostatnie badania wskazuja rowniez, ze
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produkcja RFT zwigzana z biatkiem p66Shc oraz aktywacja Racl wptywa zarowno na
przezywalnos¢ jak i tempo proliferacji komorek nowotworu prostaty najprawdopodobniej
poprzez inaktywacje specyficznej dla prostaty fosfatazy cPAcP (ang. Cellular prostatic acid

phosphatase) (MILLER | wsP. 2019).

1.7.3. Bialko p66Shc w nowotworach jajnika

Podobnie jak w przypadku nowotwordéw prostaty, rowniez komorki nowotworu jajnika
wykazuja wyzszy poziom biatka p66She, anizeli sgsiadujagce z nimi  komorki
nienowotworowe (MUNIYAN | wsP. 2015). Komorki nowotworu jajnika, pod wplywem
leczenia hormonami steroidowymi, charakteryzowaly si¢ wyzszym tempem proliferacji oraz
podniesionym poziomem biatka p66Shc. KUMAR 1 wsP. (2011) zasugerowali, ze podwyzszony
poziom biatka p66Shc w odpowiedzi na dziatanie hormondéw steroidowych byt zwigzany ze
zmniejszong jego ubikwitynacja. XIE & HUNG (1996) wykazali istnienie dodatniej korelacji
pomiedzy poziomem biatka p66Shc, a ErB-2 — markerem prognostycznym nowotworu
jajnika. MUNIYAN 1 WsP. (2015) wykazali, ze najwolniej rosngca linia komérkowa nowotworu
jajnika  OVCAR-3 charakteryzuje si¢ jednocze$nie najnizszym poziomem p66Shc (W
porownaniu np. do szybko rosnagcej linii SKOV-3). Z kolei podniesienie poziomu p66Shc (za
pomoca przej$ciowej transfekcji wektorem cDNA p66Shc) w linii komorkowej OVCAR-3

skutkowato wzrostem tempa proliferacji tych komorek.

1.7.4. Bialko p66Shc w nowotworach pluc

Jednym z kluczowych czynnikow transkrypcyjnych odgrywajacych istotng role w
wielu ré6znych komorkach uktadu odpornosciowego, a obecnym takze w nowotworach ptuc
jest czynnik transkrypcyjny Aiolos. Zaliczany jest on do rodziny biatek wigzacych DNA
mogacych wywiera¢ istotne zmiany we wzorcach ekspresji genow, glownie poprzez
rekrutacj¢ enzymow modyfikujacych chromatyne. Li 1 wsp. (2014) dowiedli, ze czynnik
Aiolos, ktory w przypadku pacjentdéw z nowotworem pluc skorelowany jest ze zmniejszong
ich przezywalnos$cia, wykazuje dodatkowo odwrotng korelacje z ekspresja genu kodujacego
biatko p66Shc. Calkowicie odwrotnie niz mialo to miejsce w przypadku wczesniej opisanych
rodzajow nowotwordéw (np. prostaty, jajnika czy raka sutka), gdzie poziom biatka p66Shc
korelowat ze stopniem ztosliwosci nowotworow. Wskazywaé to moze, ze biatka z rodziny

ShcA moga pelni¢ swe charakterystyczne funkcje w zaleznosci od typu komorek
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nowotworowych. Wyciszenie ekspresji genu kodujacego biatko p66Shc zwigzane moze by¢ z
nieprawidtowa ekspresja czynnika transkrypcyjnego Aiolos. Wiaze si¢ on z wieloma
miejscami zlokalizowanymi w genie kodujagcym SHC1, powodujac przebudowe chromatyny
w konsekwencji prowadzac do wyciszenia genu p66Shc. Ekspresja czynnika
transkrypcyjnego Aiolos w komorkach nabtonkowych linii A549 powoduje zmiany w genach
zwigzanych z réznicowaniem si¢ komorek nabtonka. Prowadzi to w konsekwencji do tego, ze
komorki nowotworu ptuc wykazujace ekspresje Aiolos uzyskujg whasciwosci takie jak: utrata
mozliwosci ,,zakotwiczania”, znaczny wzrost mozliwosci do tworzenia przerzutéw czy
polaryzacja komorki (L1 1 wsp. 2014). Autorzy ci opisuja mechanizm, dzigki ktéremu
nowotwory nabtonkowe nabywaja pewnych cech hematopoetycznych w celu uzyskania
zdolnosci do przerzutow (w wyniku nieprawidlowej ekspresji kluczowego modyfikatora
epigenetycznego wymaganego do rozwoju i funkcjonowania limfocytow). Tak wigec, w
przypadku nowotworéw pluc, odwrotnie jak w przypadku wyzej opisanych rodzajow
nowotworow, biatko p66Shc wywotuje efekt antymetastatyczny. W stosunkowo duzej grupie
komorek nabtonka ptuc i linii komoérkowych, poziom jak rowniez ekspresja genu kodujacego
biatko p66Shc sukcesywnie zmniejsza si¢, zaczynajac od prawidlowego nabtonka oskrzeli
przez nie drobnokomoérkowy po drobnokomoérkowy nowotwoér ptuc, co zwigzane jest ze
wzrostem potencjatu przerzutowego (LI I wsp. 2014). W ludzkich, pierwotnych guzach
nowotwordéw ptuc niski poziom biatka p66Shc wigze si¢ odpowiednio z gorszymi prognozami

przezycia pacjenta.

1.7.5. Bialko p66Shc w nowotworach ukladu pokarmowego

W tkankach nowotworu okreznicy komorki nowotworowe cechuje wyzszy poziom
biatka p66Shc w pordwnaniu z sgsiadujagcymi komoérkami nienowotworowymi (GROSSMAN |
wsp. 2007). Ponadto, potwierdzono, ze komorki linii nowotworu okreznicy RKO pozbawione
biatka p66Shc wykazywaty wigksza odporno$¢ na stres oksydacyjny indukowany ekspozycja
na H2O. badz spowodowany brakiem surowicy. Jednocze$nie w komorkach tych
zaobserwowano zmniejszong fragmentacj¢ mitochondriow oraz nizszy poziom
mitochondrialnych RFT, co potwierdzitoby role biatka p66Shc w produkcji RFT (GALIMOV |
wsp. 2012). Podobnie jest w przypadku nowotworow ptaskonabtonkowego przetyku (ESCC)
oraz gruczolakoraka przetyku (EAC) gdzie wyzszy poziom biatka p66Shc obserwowano w

komorkach nowotworowych (BASHIR 1 wsp. 2010; RANIERI I wsp. 2010). Roéwniez w
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przypadku nowotwordw jelita grubego oraz zotadka, poziom p66Shc jest wyzszy niz w

przypadku ich nienowotworowych odpowiednikow (GALIMOV 1 wsp. 2012; LiU | wsp. 2014).

1.7.6. Bialko p66Shc i inne nowotwory

Swoiste mechanizmy regulacyjne, ktore kontroluja ekspresj¢ genu kodujacego biatko
p66Shc w czerniakach zto§liwych zostaly zbadane przez grupe badawczg KASUNO | WSP.
(2007). Autorzy zidentyfikowali biatko o aktywnosci hamujacej czerniaka (MIA, ang.
Melanoma inhibitory activity), jako nowego partnera wigzacego biatko p66Shc i jednoczesnie
antagoniste jego fosforylacji w reszcie Ser36. Autorzy sugeruja, iz biatko MIA bierze udziat
w progresji i tworzeniu przerzutow komorek czerniaka, oraz ze hamuje fosforylacj¢ p66Shc w
reszcie Ser36 poprzez wigzanie si¢ z domeng CH2 biatka p66Shc.

Przewlekla bialaczka limfocytarna (CLL), charakteryzujaca si¢ postepujaca
akumulacja monoklonalnych limfocytow B we krwi obwodowej, szpiku kostnym i
obwodowych narzadach limfatycznych, wydaje si¢ by¢ dobrym przyktadem braku wlasciwe;j
sygnalizacji apoptotycznej indukowanej przez RFT (CAPITANI I wsp. 2010). Co ciekawe,
nizszy poziom p66Shc obserwowany w komorkach B CLL nie jest wynikiem metylacji
promotora biatka p66Shc a np. defektem genu kodujacego biatko p66Shc (CAPITANI | WSP.
2010).

W tabeli 2 znajduje si¢ krotkie podsumowanie najwazniejszych informacji dotyczacych

wplywu jaki wywierajg biatka z rodziny ShcA w réznych typach nowotworow.
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Tabela 2. Biatka rodziny ShcA w r6znych typach nowotwordéw (na podstawie LEBIEDZINSKA-ARCISZEWSKA | WSP. 2015)

RFT Poziom p66Shc Literatura
Typ nowotworu Fosforylacja w Tyr Fosforylacja w Ser36
Obnizona ekpsresja genu kodujacego biatko p66Shc w liniach komoérek Du 1wsp. 2013
Nowotwor pluc Brak danych nowotworowych ptuc (H1155, H82, Fx293, H1466, H1975) RAJENDRANI WSP.
Brak danych Terapia taxolem indukuje 2010
fosforylacje biatka p66Shc w reszcie
Ser36
Podwyzszony poziom Nadekspresja biatka p66Shc GALIMOV 1 wsp. 2012
Nowotwor jelita endogennych RFT; obnizony SZATROWSKI &
poziom RFT w przypadku Brak danych Brak danych NATHAN 1991

niskiego poziomu p66Shc

Czerniak

MIA jako nowy partner wiagzacy biatko p66Shc

Brak danych Biatko MIA produkowane przez
komorki melanomy hamuje
fosforylacje w Ser36co jednoczesnie
obniza poziom H>0>

Obnizony poziom H>0;

KASUNO I wsP. 2007

Nowotwor sutka

Podwyzszona ekspresja biatka p66Shc w metastatycznym typie nowotworu sutka

Linia nowotworowa MDA-MB-231 Brak danych
wykazuje silng fosforylacje biatek

Podwyzszony poziom H20;
p46Shc oraz p52Shc

YUAN 1 wsp. 2013
SZATROWSKI &
NATHAN 1991

Nowotwor jajnika

Podwyzszony poziom biatka p66Shc w komorkach nowotworowych w

Podwyzszony poziom H>O, w
poréwnaniu z komoérkami nienowotworowymi

komorkach nowotworu jajnika

traktowanych estrogenami Brak danych Brak danych

MUNIYAN 1 WSP.
2015
SZATROWSKI &
NATHAN 1991

Nowotwor prostaty

Podwyzszony poziom biatka p66Shce koreluje z tempem wzrostu komorek

Hormony steroidowe nowotworu prostaty

zwigkszaja poziom RFT
Proliferacja komorek nowotworu

prostaty traktowanych androgenami
koreluje z obnizona fosforylacja

Nie wykryto fosforylacji biatka p66Shc
w tyrozynach na réznych pasazach
komorek LNCaP; Podwyzszona

VEERAMANI | WSP.
2005
VEERAMANI | WSP.
2008
RAJENDRANI WSP.
2010
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Nowotwor tarczycy

fosforylacja biatka p52Shc w reszcie Ser36 LEE | wsp. 2004
Y317 VEERAMANI | WSP.
2012
SZATROWSKI &
NATHAN 1991
Hormon tyreotropowy (TSH) powoduje podwyzszenie ekspresji biatka p66Shc SZATROWSKI &
zardwno w badaniach in vivo jak i in vitro NATHAN 1991

Podwyzszony poziom H,0; Traktowanie TSH znacznie nasilito Traktowanie TSH powoduje
fosforylacje biatka p66Shc w tyrozynach indukowang insuling fosforylacje
indukowang przez IGF-I biatka p66Shc w Ser36

PARK I WsP. 2005
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1.8.  Rola bialka p66Shc w metabolizmie komoérek nowotworowych

W przypadku komorek proliferujacych, a zwtaszcza szybko dzielacych si¢ (jakimi sg
komorki nowotworowe) zapotrzebowanie ,,energetyczne” jest bardzo duze 1 zwigzane przede
wszystkim z podziatami komoérek i utrzymaniem komorkowej homeostazy redoks. Badania
przeprowadzone przez SOLIMAN | WSP. (2014), wskazuja na istotng role biatka p66Shc w
przemianach metabolicznych majacych miejsce w komorkach nowotworowych. Badania tej
grupy sugerujg, ze biatko p66Shc posredniczy (na drodze sprzezenia zwrotnego) W
hamowaniu nie tylko odpowiedzi na czynniki wzrostu, ale rowniez metabolizmu glukozy w
komorkach. Wyciszanie genu kodujacego biatko p66Shc w komodrkach nowotworowych
zwigksza wychwyt (pobieranie) glukozy oraz produkcj¢ mleczanu. Ponadto, zwicksza
rowniez dostepnos¢ metabolitow 1 aminokwaséw w biosyntezie kwasow tluszczowych,
szlaku heksozaminy, szlaku pentozofosforanowego przyczyniajacych si¢ do powiekszenia
rozmiaru komorki (SOLIMAN 1 wsp. 2014). Obserwowane przez autorOw przesunigcie
metaboliczne zalezy czgSciowo od szlaku zwigzanego z ssaczym celem rapamycyny (mTOR,
ang. Mammalian target of rapamycin kinase) oraz kinazy S6 (S6K) — gtownego efektora
mTOR (UM I wsp. 2006; SOLIMAN | wsP. 2014). Przesunigcie metaboliczne w kierunku
metabolizmu bardziej glikolitycznego, ktory czgsto obserwuje si¢ w komorkach o wysokiej
proliferacji, zmniejsza produkcje¢ RFT w mitochondriach. Obserwacja ta potwierdza fakt, ze
biatko p66Shc dziata jako inhibitor szlaku kinazy mTOR, hamujac zalezny od mTOR
metabolizm anaboliczny (PANI 2010; SOLIMAN 1 wsp. 2014) (ryc. 9).

57



Glukoza ° iy Transporter
¢ glukozy

Glikoliza Szlak pentozofosforanowy

¥

Glukozo-6-fosforan =———>

Ksylulozo-5- + Rybozo-5- Synteza kwasow
fosforan fosforan nukleinowych

Fruktozo-6-fosforan | Szlak biosyntezy heksozaminy

Fruktozo-1,6-bifosforan Glukozamino-6-fosforan

N-acetyloglukozamino-6-fosforan
Fosfodihydroksyaceton Aldehyd 3-
fosfoglicerynowy UDP-GIcNAC

1,3-bifosfoglicerynian
Glikozylacja biatek

3-fosfoglicerynian —Seryna—3 Glicyna

Synteza biatek
fosfoenol*pirogronian )za iate
¢ /Alanina

-3 Mleczan

O, . .
’virogronian

Acetyl CoA Cytrynian =3 . Acetylo-CoA —3.Synteza lipidow

CO,

Ryc. 9 Metabolizm komérek nowotworowych: efekt Warburga (na podstawie SOLIMAN 2014). Szybko
proliferujace komorki potrzebuja energii niezbednej do przeprowadzenia podzialu komorki, zwigkszenie
biomasy komodrkowej oraz utrzymania homeostazy redoks. Przeprogramowanie metabolizmu komérkowego w
kierunku glikolizy dostarcza intermediatow niezbednych do syntezy nukleotydow, biatek i lipidow.
Alternatywne wykorzystanie pirogronianu do produkcji mleczanu umozliwia proliferujacym komoérkom
przekierowanie glikolitycznych produktéw posrednich do szlakow anabolicznych, takich jak: szlak
pentozofosforanowy, szlak biosyntezy heksozaminy czy biosyntezy lipidow i biatek.

Ponadto sugeruje si¢, ze biatko p66Shc przyczynia si¢ do aktywacji mTOR/S6K w
odpowiedzi na dostepnos¢ glukozy, aminokwasow i insuliny, co wskazuje, ze p66Shc moze
by¢ niejako czujnikiem ,,nadmiaru” sktadnikow odzywczych. W rzeczywistosci p66Shc moze
dziata¢ jako tacznik migdzy RFT i mTOR. Podniesienie poziomu biatka p66She, jak rowniez
jego zwigkszona fosforylacja w reszcie Ser36 aktywuje kinazg S6 (S6K) (PANI 2010). Wydaje
si¢ wigc, ze biatko p66Shc moze wplywac¢ na bilans energetyczny w zaleznosci od

konkretnego kontekstu bioenergetycznego, w celu utrzymania prawidtowego poziomu ATP.
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Dla przyktadu, w ludzkich komoérkach gruczolakoraka ptuc A549 niedobodr sktadnikéw
odzywczych indukuje ekspresje p66Shc, podczas gdy obnizenie poziomu p66Shc zmniejsza
autofagie indukowana niskg zawartos$cig sktadnikéw odzywczych (ZHENG I wsp. 2013).
Ogoélnie rzecz biorgc, biatko p66Shc hamuje metabolizm anaboliczny 1 wplywa na
przeprogramowanie metabolizmu komoérkowego w kierunku katabolizmu glukozy i
oddychania oksydacyjnego w guzach nowotworowych (SOLIMAN 1 wsp. 2014). W komérkach
charakteryzujacych si¢ wysokim tempem proliferacji, zwickszony stres oksydacyjny moze
przyczyni¢ si¢ do podwyzszenia poziomu biatka p66Shc (RAJENDRAN | wsP. 2010). Komorki
nowotworowe wykazuja najczg$ciej zmienione poziomy biatek p53 oraz p66Shc. Sa one
biatkami powigzanymi nie tylko z procesem proliferacji komorek, lecz takze wysokim
potencjalem przerzutowym i gorszym rokowaniem dla pacjenta (VEERAMANI | wsp. 2008;
PANI & GALEOTTI 2011). Dlatego tez, podobnie jak w przypadku innych szlakow
przekazywania sygnatu zaleznych od stanu redoks, biatko p66Shc moze odgrywac kluczowa
role w koordynowaniu procesu autofagii i apoptozy w zaleznosci od stanu bioenergetycznego
komorki. Nalezy zaznaczy¢, ze komorki nowotworowe, jak rowniez komorki pluripotentne
(macierzyste) czgsto majg mitochondria 0 wysokim potencjale na wewngtrznej blonie
mitochondrialnej, co moze wynika¢ ze zmniejszonej produkcji ATP w mitochondriach w
warunkach prawidlowego poziomu tlenu (normoksji). W wyniku tego w komorkach
nowotworowych obniza si¢ podatno$¢ na inicjacje apoptozy poprzez niedopuszczenie do
uprzepuszczelnienia wewnetrznej blony mitochodnrialnej (ERTEL | wsp. 2006). Jednoczesnie,
biatko p66Shc moze petié¢ potencjalng rolg w karcynogenezie i samoodnowie komorek

macierzystych (SANSONE | wsp. 2007; BELTRAMI | wsP. 2013).
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo blizsze poznanie wptywu biatka p66Shc na bioenergetyke
mitochondriow, jak rowniez na zwiagzang z nig odpowiedz komorek raka sutka (w odpowiedzi
na stres oksydacyjny) na traktowanie chemioterapeutykiem — doksorubicyng. Powyzszy cel
badawczy udalo si¢ zrealizowa¢ dzieki modyfikacjom genetycznym skutkujacych zmiang
poziomu biatka p66Shc oraz zmiang statusu fosforylacji w reszcie Ser36 biatka p66Shc —
zwigzane] z odpowiedzig komorki na stres oksydacyjny. W ramach realizacji gtéwnego celu

niniejszej pracy, wyszczegolniono nastgpujace zadania badawcze:

» Badania porownawcze ludzkich linii raka sutka i odpowiadajacej im linii komorek
kontrolnych w konteks$cie Sciezki sygnalizacyjnej biatka p66Shc, mitochondrialnych
parametréw bioenergetycznych jak rowniez poziomu RFT oraz statusu ochrony

antyoksydacyjnej.

» Zbadanie wptywu modyfikacji genetycznych skutkujacych zmiang poziomu biatka
p66Shc jak rowniez efektu mutacji w reszcie Ser36 na tempo proliferacji, Sciezke
sygnalizacyjna p66Shc, mitochondrialne parametry bioenergetyczne, poziom RFT jak

réwniez status ochrony antyoksydacyjnej oraz status oksydacyjnych uszkodzen biatek.

» Ocena wpltywu zmiany poziomu biatka p66Shc jak rowniez mutacji w kluczowej
reszcie seryny 36 na wrazliwo$¢ komoérek raka sutka na traktowanie

chemioterapeutykiem — doksorubicyna.
» Okreslenie potencjalnej korelacji miedzy typem guzéw nowotworowych mozgu u

pacjentow pediatrycznych, stopniem ztosliwosci nowotworu a poziomem biatek ShcA,
Ras oraz TrkB.
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3. MATERIAL I METODY

3.1.  Material biologiczny

Materiat biologiczny wykorzystany do realizacji postawionych celow badawczych
niniejszej pracy stanowia ludzkie linie raka sutka (MDA-MB-231, MCF-7), odpowiadajaca
im linia kontrolna (MCF-10A), jak rowniez wspomniane ludzkie linie raka sutka nazywane
dalej ,,klonami", w ktorych dokonano edycji genomu, skutkujacej zmiang poziomu biatka
p66Shc. Dobor ludzkich linii raka sutka oparto przede wszystkim na roéznicy w poziomie
biatka p66Shc, co byto niezwykle istotne w kontekscie realizowanych zadan badawczych.

W pracy zastosowano niejako dwa odrebne podejscia wykorzystania wspomnianych wyzej

linii komorkowych:

1) wykorzystanie komercyjnie dost¢pnych ludzkich linii raka sutka (MDA-MB-231 oraz
MCF-7) jak réwniez odpowiadajacej im linii kontrolnej MCF-10A, ktorg stanowi linia
komorek epitelialnych gruczotu sutkowego — Spontanicznie uniesmiertelniona.

Charakterystyka powyzszych linii komérkowych znajduje si¢ w tabeli 3 ponize;.

Tabela 3 Charakterystyka zastosowanych ludzkich linii komorkowych

Linia komorkowa Opis Zastosowanie Firma/

nr katalogowy

MCF-10A linia  komoérek  epitelialnych  gruczolu Linia kontrolna ATCC, CRL-
sutkowego - spontanicznie unie$miertelniona 10317
MDA-MB-231 Linia raka sutka - (estrogenoniezalezny

gruczolakorak po raz pierwszy wyprowadzony

w 1973 roku z komorek metastazy (wysieku

optucnowego) nabtonkowego gruczolakoraka Linia nowotworowa

gruczolu sutkowego 51-letniej kobiety rasy ze wzglednie ATCC, HTB-26
kaukaskiej; Linia komoérkowa potrojnie  wysokim poziomem

receptorowo ujemnego raka sutka wykazujaca biatka p66Shc

brak receptora estrogenu (ER), progesteronu

(PR) oraz czynnika wzrostu (HER) co czyni ja

idealnym modelem dla chemioterapii.

MCF-7 Linia raka sutka - estrogenozalezny

gruczolakorak wyprowadzony po raz pierwszy
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w 1970 roku z komoérek metastazy (wysieku
optucnowego) nabtonkowego gruczolakoraka
gruczotu sutkowego 69-letniej kobiety rasy

kaukaskiej;

Linia komoérkowa

Linia nowotworowa
ze wzglednie
niskim poziomem

podwdjnie biatka p66Shc

receptorowo ujemnego raka sutka wykazujaca

brak receptora PR i HER oraz obecnos¢

receptora ER co czyni ja idealnym modelem

dla hormonoterapii.

ATCC, HTB-22

2) wykorzystanie ludzkich linii raka sutka MDA-MB-231 oraz MCF-7, w ktorych
dokonano edycji genomu skutkujacej zmiang poziomu biatka p66Shc. Opis i

charakterystyka powyzszych linii znajduje si¢ w tabeli ponizej (tabela 4). Gtéwnym

zalozeniem przeprowadzonych zmian w genomie bylo uzyskanie wzglednie

silniejszego efektu podwyzszenia poziomu biatka p66Shc (nadekspresja) w linii ze

wzglednie nizszym (wyjsciowym) poziomem biatka p66Shc (MCF-7) i odwrotnie —

wyciszenie ekspresji genu kodujgcego biatko p66Shc w linii ze wzglednie wyzszym
(wyj$ciowym) poziomem p66Shc (MDA-MB-231).

Tabela 4 Opis i charakterystyka uzyskanych klonow liniit MDA-MB-231 oraz MCF-7

Linia Typ modyfikacji Opis Oznaczenie na
nowotworowa figurach
Woprowadzenie pustego Linia nowotworowa, kontrolna w stosunku
wektora do pozostatych linii z modyfikacjami K
genetycznymi
Podwyzszenie poziomu Linia nowotworowa 2z podwyzszonym
biatka p66Shc poziomem biatka p66Shc uzyskana z Tp668hc
zastosowaniem odpowiedniego plazmidu
MDA-MB-231  Podwyzszenie poziomu Linia nowotworowa 2z podwyzszonym
zmutowanej w reszcie poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 Tmut—SerSG—
Ser36  formy  biatka formy biatka p66Shc uzyskana =z p66Shc
p66Shc zastosowaniem odpowiedniego plazmidu
wyciszenie ekspresji  Linia nowotworowa z wyciszong ekspresja
genu kodujacego biatko genu kodujacego biatko p66Shc uzyskana p66Shc KO
p66Shc technika CRISPR-Cas9
Whprowadzenie pustego Linia nowotworowa, kontrolna w stosunku
wektora do pozostatych linii z modyfikacjami K

genetycznymi
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Nadekspresja biatka Linia nowotworowa z podwyzszonym T
p66Shc poziomem Dbiatka p66Shc uzyskana z p66Shc
zastosowaniem odpowiedniego plazmidu
MCF-7 Nadekspresja Linia nowotworowa 2z podwyzszonym
zmutowanej w reszcie poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 Tmut-Ser36—
Ser36  formy  biatka formy biatka p66Shc uzyskana z p66Shc
p66Shc zastosowaniem odpowiedniego plazmidu
wyciszenie ekspresji  Linia nowotworowa z wyciszong ekspresja
genu kodujacego biatko genu kodujacego biatko p66Shc uzyskana p66Shc KO

p66Shc

technikg CRISPR-Cas9

Opis technik, za pomoca ktorych uzyskane zostaty modyfikacje genetyczne poszczegdlnych

linii nowotworowych znajduja si¢ w rozdziale 3.3.

Probki guzow nowotworowych mozgu pacjentow pediatrycznych

W celu realizacji ostatniego z postawionych celow badawczych jako materiat
wykorzystano probki guzéw nowotworowych mozgdéw badanych w ramach wspolpracy z
(IPCZD). Probki

nowotworowych mézgu pobierano podczas biopsji wykonywanej w celach diagnostycznych u

Instytutem ,,Pomnikiem — Centrum Zdrowia Dziecka” guzow
pacjentow pediatrycznych z podejrzeniem nowotworu moézgu w IPCZD zgodnie z
obowigzujacymi procedurami diagnostycznymi.

Wszelkie badania z wykorzystaniem materiatu ludzkiego zostaty przeprowadzone zgodnie z
Helsinska Deklaracja Swiatowego Towarzystwa Medycznego. Analizowane tkanki pobierano
z archiwum Zaktadu Patologii Instytutu ,,Pomnika — Centrum Zdrowia Dziecka” (IPCZD) w
Warszawie na podstawie zatwierdzonego protokotu przez Komisj¢ Bioetyczng IPCZD (Zgoda
nr 155/KBE/2014 z dnia 10.09.2014 roku).

Guzy nowotworowe mozgoéw sklasyfikowano zgodnie z klasyfikacja nowotworow
osrodkowego ukladu nerwowego (OUN) Swiatowej Organizacji Zdrowia, a doktadniej
zaktualizowanej, czwartej edycji klasyfikacji guzow OUN z 2016 roku. Klasyfikacja opiera
si¢ na polaczeniu cech histologicznych i molekularnych w celu zdefiniowania kilku jednostek
nowotworowych szczegolnie wsrod glejakow oraz guzéw zarodkowych (klasyfikacja
czterostopniowa: | — 1V) (Louis 1 wsp. 2016). Do przeprowadzonych doswiadczen
wykorzystano tacznie czterdziesci dziewigé probek guzéw nowotworowych mozgu

przynaleznych do roéznych typéw nowotworéw OUN, dodatkowo sklasyfikowanych wg
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stopnia ztosliwosci. Podziat poszczegodlnych typéw wykorzystanych guzoéw przedstawiono na

ryc. 10.
Pediatryczne guzy lite OUN
1 | 1 1
Grupa 1 Grupa 2 Grupa 3 Grupa 4 Grupa 5
Guzy splotu Rozlane gwiazdziaki i Guzy pochodzenia Nowotwory gleju Tom P troslel
naczyniéwkowego skapodrzewiaki zarodkowego OUN wyscidtowego e guzy astroglejowe
Brodawczak splotu Glejak zlosliwy Rdzeniak Wysciolezak Gwiazdziak
naczyniowkowego wlosowatokomorkowy
Skapodrzewiak typu Guzy zarodkowe Wyscidlczak
Rak splotu pediatrycznego NOS anaplastyczny Gwiazdziak
naczyniowkowego pilomyksoidny
Skapodrzewiak Atypowy nowotwor
anaplastyczny ty rormi i y . s
pgdiath'czﬁeg'c?u potworniakowo/paleczkowaty FSltakogwindziak
- pleomorficzny
Gwiazdziak
podwysciotkowy
olbrzymiokomarkowy

Ryc. 10 Podzial badanych grup guzéw nowotworowych mézgu u pacjentéw pediatrycznych. Poszczegolne
typy dodatkowo sklasyfikowano wg stopnia ztosliwosci (I — V). Rycina ma pomdéc w analizie danych i
interpretacji wynikow doswiadczen uzyskanych z wykorzystaniem wspomnianych probek.

Pobrane probki guzow nowotworowych mozgu pacjentow pediatrycznych poddawano
nastepnie procedurze homogenizacji, po czym przygotowano z nich lizaty w celu oznaczenia
poziomu biatek z rodziny ShcA, TrkB oraz Ras. Procedur¢ zaréwno homogenizacji jak i

przygotowania lizatow opisano w rozdziale 3.16.

3.2. Hodowla linii komérkowych

Hodowlg wszystkich uzytych w niniejszej pracy linii komorkowych prowadzono w
warunkach jalowych w odpowiednich naczyniach hodowlanych (butelki hodowlane o
pojemnosci 55 ml oraz szalki o $rednicy 10 cm i 15 cm w zaleznosci od przeprowadzonego
doswiadczenia). Pozywke hodowlang dla hodowanych komorek stanowita kompletna
pozywka, wzbogacona o inaktywowang termicznie bydlgca surowicg ptodowa (FBS) — 10%
v/v, mieszaning antybiotykow: penicyliny i streptomycyny (P/S) — 1% v/v oraz L-glutaming —
5 mM (dodawang tylko w przypadku linii kontrolnej MCF-10A). Hodowle komorek

64



prowadzono w warunkach standardowych w inkubatorze CO: przy 95% zawartosci

powietrza, 5% CO; oraz 100% wilgotnoéci wzglednej w temperaturze 37 C.

Tabela 5. Media hodowlane zastosowane w poszczegolnych liniach komérkowych

Pozywka hodowlana Linia komoérkowa Dodatki do pozywki
wzrostowej
DMEM (Dulbecco's Modified MDA-MB-231 10% v/v FBS
Eagle Medium) - zawierajace MCF-7 1% P/S

podwyzszong zawarto$¢ glukozy ~ Wszystkie klony MDA-MB-231
4,59/L oraz L-glutaming; (Lonza) oraz MCF-7 wykazujace
modyfikacje genetyczne

10% v/v FBS
Mammary Epithelial Cell MCF-10A 1% P/S
Growth Medium (PromoCell) 5mM L-Glutamina

Dotaczony do pozywki

suplement (PromoCell)

3.2.1. Pasazowanie i bankowanie komérek

W trakcie hodowli, pozywke hodowlang wymieniano na §wieza co drugi dzien, z kolei
monowarstwg komorek pasazowano do nowego naczynia hodowlanego po osiagnieciu 80 —
90% konfluencji. W trakcie pasazu pozywke hodowlang usuwano, za§ monowarstwe komorek
ptukano buforem PBS, a nastepnie zalewano odpowiednig iloscig 0,25% roztworu trypsyny
(w zaleznosci od naczynia hodowlanego: 10 — 20 ml). Komorki inkubowano z trypsyna
odpowiednio w zaleznosci od linii komérkowej: MDA-MB-231 — 1 minuta, MCF-7 — 3
minuty, MCF-10A — 8 minut w inkubatorze CO-, za$ caty proces trypsynizacji kontrolowano
pod mikroskopem swietlnym (AE-2000, Motic). Proces trypsynizacji hamowano poprzez
dodanie pozywki hodowlanej (zawierajacej FBS) w ilosci odpowiadajacej uzytemu naczyniu
hodowlanemu (5 — 10 ml), po czym doktadnie wymieszang zawiesing zawierajaca odklejone
komorki umieszczano w probowce zbiorczej. Kolejno, zawiesing wirowano przez 5 minut
przy obrotach 200 x g, a po zakonczonym wirowaniu usuwano supernatant, a osad komorek
zawieszano w odpowiedniej ilosci pozywki hodowlanej i wysiewano do nowego naczynia
hodowlanego. Rodzaj zastosowanego naczynia hodowlanego jak rowniez ilos¢, w jakiej
komorki wysiewano zalezala od linii komorkowej jak rowniez charakteru planowanego

doswiadczenia.
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Tabela 6 Warunki hodowli poszczegélnych linii komorkowych w przeprowadzonych

eksperymentach
Doswiadczenie Linia Ilo$¢ wysianych Typ naczynia Czas hodowli
komorkowa komorek hodowlanego
CRISPR-Cas9 MDA-MB-231 300.000/dotek Plytka Inkubacja 48h
MCF-7 700.000/dotek 6-dotkowa
MDA-MB-231" 25.000/cm? Plytka
Tempo proliferacji (237 000/dotek) 6-dotkowa Inkubacja 72h
MCF-7# 35.000/ cm2 Plytka
24-dotkowa
Ocena cytotoksycznosci MDA-MB-231" 9.000/dotek Ptytka 96-dotkowa Inkubacja 72h
MCF-10A 20 000/cm?
MDA-MB-231 42 000/cm?
Pomiar potencjalu MCF-7 80 000/cm? Ptytka Inkubacja 48h
mitochondrialnego mt.  MDA-MB-231* 42 000/cm? 24-dotkowa
AY MCF-7# 80 000/cm?
Oddychanie MDA-MB-231" 42 000/cm? Szalka Inkubacja 48h
komérkowe MCF-7# 60 000/cm? ?10cm
(OROBOROS)
Analiza OCR i ECAR MDA-MB-231" 9 000/dotek Ptytka 96-dotkowa Inkubacja 72h
(Seahorse)
Pomiar poziomu MCF-10A 20 000/cm?
mitochondrialnego MDA-MB-231 35 000/cm? Ptytka Inkubacja 48h
anionorodnika MCE-7 50 000/ cm? 24-dotkowa
ponadtlenkowego MDA-MB-231" 35 000/cm? Inkubacja 48/72h?
MCF-7# 50 000/ cm? Inkubacja 48h
Pomiar poziomu MCF-10A 20 000/ cm?
cytozolowego MDA-MB-231 42 000/cm? Ptytka Inkubacja 48h
anionorodnika MCF-7 60 000/ cm? 24-dotkowa
ponadtlenkowego MDA-MB-231" 42 000/cm? Inkubacja 48/72h
MCF-7# 60 000/ cm? Inkubacja 48h
Pomiar wzglednych MCF-10A 20 000/ cm?
ilosci reaktywnych MDA-MB-231 42 000/cm? Ptytka Inkubacja 48h
form tlenu MCF-7 60 000/ cm? 24-dotkowa
MDA-MB-231" 42 000/cm? Inkubacja 48/72h
MCF-7# 60 000/ cm? Inkubacja 48h
Ocena cytotoksycznosci Plytka 96-dotkowa
(SRB) MDA-MB-231" 9.000/dotek Inkubacja 72h
Ocena poziomu MDA-MB-231" 25.000/cm? Plytka Inkubacja 72h
apoptozy 6-dotkowa
Wizualizacja struktury 30 000/cm? Plytka
sieci mitochondrialnej ~ MDA-MB-231" 24-dotkowa Inkubacja 72h

* 4 klony linii komérkowej MDA-MB-231 wykazujace modyfikacje genetyczne (klon kontrolny, z nadekspresja
p66Shc, nadekspresjag zmutowanej w Ser36 formy p66Shc mut-Ser36-p66Shc, z wyciszona ekspresjg genu

kodujacego biatko p66Shc)

# 4 klony linii komoérkowej MCF-7 wykazujace modyfikacje genetyczne ((klon kontrolny, nadekspresja p66Shc,
z nadekspresja zmutowanej w Ser36 formy p66Shc mut-Ser36-p66Shce, z wyciszona ekspresja genu kodujacego

biatko p66Shc)

% Inkubacja 72h dla klonéw linii MDA-MB-231 traktowanych chemioterapeutykiem DOX
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W celu przechowywania zywych komorek (zabezpieczenia linii komorkowych),
komorki bankowano w odpowiednich krioprobowkach. Komorki trypsynizowano i wirowano
W sposOb opisany powyzej. Nastepnie supernatant usuwano, za$ osad komorek zalewano
wczesniej przygotowana pozywka do mrozenia o nastgpujacym sktadzie: 50% pozywka
hodowlana, 40% surowica bydleca FBS, 10% DMSO (Dimetylosulfotlenek, ang. Dimethyl
Sulfoxide). Tak przygotowana zawiesing komorek pipetowano w objetosci 1,5 ml do
krioprobowek 1 natychmiast umieszczano w specjalnym pudetku do mrozenia W zamrazarce
niskotemperaturowej (ESCO Technologies, Inc, USA) w temp. -80°C. Nast¢pnego dnia

komorki przenoszono do ciektego azotu, badz oparéw ciektego azotu.

3.3.  Uzyskanie modyfikowanych genetycznie wariantéw linii MDA-MB-231 oraz
MCF-7

W celu realizacji postawionych celow niniejszej pracy, przeprowadzono manipulacje
genetyczne badanych ludzkich linii raka sutka MDA-MB-231 oraz MCF-7 polegajace na
podwyzszeniu poziomu biatka p66Shc (nadekspresja) oraz wyciszeniu genu kodujacego
biatko p66Shc metoda CRISPR-Cas9 (ang. Clustered Regularly Interspaced Short

Palindromic Repeats).

3.3.1 PodwyzZszenie poziomu biatka p66Shc

Podwyzszenie poziomu biatka p66Shc wykonane zostalo w ramach wspolpracy z

grupa Prof. Dominiki Nowis przez mgr Mateusza Sobczaka (Laboratorium Medycyny
Doswiadczalnej, Centrum Nowych Technologii, Uniwersytet Warszawski). W tym celu uzyto

plazmidéw opisanych w ponizszej tabeli.

Tabela 7 Plazmidy uzyte do przeprowadzenia podwyzszenia poziomu biatka p66Shc

Nazwa plazmidu Opis Producent,
numer katalogowy

pPcDNA3.1His p66Shc (okreslane ~ Wektor umozliwiajacy uzyskanie podwyzszenia

W niniejszej pracy jako p66Shc- poziomu biatka p66Shc Addgene, #32574
WT)

pcDNA3.1His p66Shc S36A Wektor umozliwiajgcy uzyskanie podwyzszenia

(okreslane w niniejszej pracy jako ~ poziomu zmutowanej w Ser36 formy biatka Addgene, #32575
p66Shc-MUT) p66Shc
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Ryc. 12 Schemat plazmidu pcDNA3.1His p66Shc S36A
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W celu transdukcji komoérek docelowych linii MDA-MB-231 i MCF-7, plazmidy
p66Shc-WT oraz p66Shc-MUT kodujace sekwencje cDNA sklonowano do wektora pLVX-
IRES-puro (Clonetech Laboratories, Inc, Mountain View, California, USA) w celu
pozniejszej ekspresji lentiwirusowej, a nastepnie zweryfikowano sekwencjonowaniem DNA.
W celu namnozenia lentiwirusow, komorki linii HEK-293T w ilosci 2,6 x 10° wysiano na
ptytki hodowlane o $rednicy 10 cm, a nastgpnic hodowano w pozywce hodowlanej,
standardowo wzbogaconej w 10% FBS oraz antybiotyki P/S. Po uplywie 24h
przeprowadzono transfekcje. Lentiwirusowe geny kodujace wprowadzono do komorek
pakujacych poprzez kotransfekcje fosforanem wapnia z 8,6 pug odpowiednio wektora pLVX-
p66Shc-WT-IRES-puro, pLVX-p66Shc-MUT-IRES-puro i pustego wektora pLVX-p66Shc-
IRES-puro (pusty wektor, stanowiacy kontrole dla modyfikowanych genetycznie wariantow
linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 — tabela 4) jak rowniez sktadnikow wektorow pakujacych
drugiej generacji, a mianowicie 8,6 ug wektora pakujacego psPAX2 oraz 5,5 ug wektora
otoczkowego pMD2.G. Wektory: psPAX2 oraz pMD2.G uzyskano dzigki uprzejmosci
profesor Didier Trono (Ecolepolytechniquefédérale de Lausanne, Switzerland). Wektory
zawieszono w 450 pl 300 mM roztworu CaCls, a nast¢pnie dodawano kroplami do 450 ul
dwukrotnie stezonego buforu soli fizjologicznej HEPES (280 mM NaCl, 20 mM HEPES, 1,5
mM Na;HPO4, 10 mM KCI, 12 mM D-glukoza [pH 7,2]) i zworteksowano. Przygotowany
precypitat natychmiast dodawano do pozywki hodowlanej delikatnie mieszajac, a nastgpnie
inkubowano 16 godzin, po czym wymieniano pozywke na $wieza. Po uptywie 24 godzin,
wirowano 3 minuty przy obrotach 300 x g oraz filtrowano przy uzyciu filtrow
membranowych PES o rozmiarze porow 0,45 um (Filtropur S, Sarstedt). Nastepnie,
supernatant zawierajacy lentiwirusy zageszczano 10-krotnie poprzez wirowanie przy obrotach
3000 x g przez 16h w temp. 4°C i dodawano do komorek linii MDA-MB-231 badZz MCF-7
wraz z odczynnikiem zwigkszajacym wydajnos¢ transdukcji (Polybrene, Sigma-Aldrich) w
illosSci 6 pg/ml. Miano wektorow wirusowych szacowano za pomocg testu
immunoenzymatycznego (ELISA, ang. Enzyme-linked immunosorbent assay) — p24 HIV-1
core/capsid protein (Lenti-X p24 Rapid Titer Kit, Clontech) zgodnie z protokotem
zatagczonym przez producenta. Warto§¢ MOI (ang. Multiplicity of Infection) liczono poprzez
podzielenie miana wektorow wirusowych przez liczbe transdukowanych komorek. Selekcje
transdukowanych komorek przeprowadzano przy uzyciu puromycyny (Sigma-Aldrich) w

ilosci 1 pg/ml, a nastgpnie sprawdzano poziom ekspresji transgenéw metoda Western Blot.
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3.3.2. Edycja genomu - wyciszenie ekspresji genu kodujacego bialko p66Shc technika
edycji genu CRISPR-Cas9

Procedura techniki CRISPR-Cas9 majaca na celu uzyskanie klonow linii MDA-MB-
231 oraz MCF-7 z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc zostata wykonana
przeze mnie samodzielnie zgodnie z protokotem opisanym przez RAN 1 wsp. (2013). W celu
przeprowadzenia edycji genu SHC1 metoda CRISPR-Cas9 zaprojektowano trzy niezalezne,
docelowe sekwencje redagujacego RNA (gRNA, ang. Guiding RNA) komplementarne do
sekwencji DNA kodujacej jedynie izoform¢ p66Shc umieszczone w wektorze UGgRNA-
Cas9-2A-GFP (dalej okreslane jako plazmidy CRISPR) (tabela 8). Istotng kwesti¢ stanowi
fakt, iz projektowane sekwencje gRNA wykazuja komplementarno$¢ wytacznie do sekwencji
DNA znajdujacych si¢ w regionie CH2, ktory jest unikatowy dla biatka p66Shc (jego brak
wykazuja pozostate izoformy bialek SHC: p46Shc oraz p52Shc) tak, aby pozostate biatka
kodowane przez gen SHC1 pozostaly niezmienione. Fakt ten jest na tyle istotny, gdyz
wszystkie trzy izoformy biatek ShcA kodowane sg przez ten sam gen SHC1, za§ samo biatko
p66Shc powstaje jako produkt alternatywnego ,,splicingu”. Projektowanie pozadanych
sekwencji oligonukleotydow przeprowadzono przy uzyciu narzedzi informatycznych
dostepnych pod wskazanym linkiem: https://zlab.bio/guide-design-resources, a nastepnie
pozadane i zaprojektowane plazmidy CRISPR zakupiono w Sigma-Aldrich (sekwencje
Custom) (ryc. 13). Procedura projektowania sekwencji oligonukleotydow odbyta si¢ przy
pomocy i dzigki uprzejmosci dr Jedrzeja Szymanskiego (Pracownia Obrazowania Struktury i

Funkcji Tkankowych, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

Tabela 8 Plazmidy CRISPR-Cas9 uzyte w celu edycji genomu polegajacej na wyciszeniu
ekspresji genu kodujacego biatko p66Shc

ID sekwencji Gen Sekwencja docelowa
HS0000119948-CRISPR 1 SHC1 TCCGGAGTGGATTGTACTTGGG
HS0000119950-CRISPR 2 SHC1 GGCTGGCCAACCCGGCTGGGGG
HS0000119953-CRISPR 3 SHC1 TGGCTCCCCCTTAGACCCTGGG
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Ryc. 13 Schemat plazmidu U6gRNA-Cas9-2A-GFP, umozliwiajacego edycje genomu komorek linii
MDA-MB-231 oraz MCF-7. Przedstawione w tabeli 8 sekwencje docelowe na schemacie zostaly
zaznaczone na szaro W miejscu oznaczonym jako ,,19-20 bp Target region".

Proces edycji genu technika CRISPR-Cas9 obejmowat nastepujace etapy:

Transformacja bakterii kompetentnych oraz namnozenie plazmidow

Namnozenia zakupionych plazmidéw CRISPR dokonywano przy uzyciu szczepu
bakterii elektrokompetentnych Escherichia coli (One Shot™ TOP10 Electrocomp™
E. coli, ThermoFisher Scientific). W tym celu do sterylnych probéwek typu eppendorf
pobierano 49 pl bakterii One Shot TOP10 oraz 1 ul pozadanego DNA (20 ng), a
nastgpnie przenoszono do kuwety elektroporacyjnej 1 rozpoczynano proces
elektroporacji z wykorzystaniem elektroporatora GenePulser Xcell Electroporation
Systems (BioRad). Komorki bakterii poddawano krotkim impulsom elektrycznym o
napigciu 2,5 KV. Nastepnie do kuwety dodawano 200 pl ogrzanej do 37°C pozywki
SOC (pozywka do mikrobiologicznej hodowli bakterii, ang. Super optimal catabolite
repression) (ABO, Polska), delikatnie mieszano i przenoszono cato$¢ do sterylnego
eppendorfa, po czym inkubowano w termobloku przez 1 godzing w temp. 37°C przy
jednoczesnym wytrzasaniu 500 rpm. Po uplywie godziny bakterie wysiewano przy
pomocy szklanych kulek na wczeéniej przygotowane, sterylne szalki (10 cm) z agarem
(LB-Agar, BioShop) zawierajacym antybiotyk kanamycyne (100pg/ml) i inkubowano
w temp. 37°C przez calg noc. Nastepnego dnia przy uzyciu sterylnych tipsow
naktuwano pojedyncze kolonie bakterii (odpowiednio z kazdej wysianej szalki), po
czym umieszczano tips w probowce zawierajacej 2 ml pozywki lizogennej (LB, ang.
Lysogeny broth) (Bioshop) oraz 2 pl antybiotyku kanamycyny (1:1000) i inkubowano
w temp. 37°C delikatnie wytrzgsajac przez caly dzien. Po kilkugodzinnej inkubacji

(pozywka w probowkach stawata si¢ metna, co $wiadczylo o namnozeniu bakterii),
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zawarto$¢ probowki (2 ml) przenoszono do wcze$niej przygotowanych, sterylnych
szklanych kolb (150 ml) zawierajacych pozywke LB oraz kanamycyne (1:1000) i
ponownie inkubowano przez catg noc w temp. 37°C, wytrzasajac 200 rpm. Kolejnego
dnia odwirowano catg uzyskang hodowle bakterii (150 ml) przy obrotach 5000 rpm,
15 minut w temperaturze ponizej 20°C. Uzyskany w ten sposéb osad z bakterii
umieszczano w temperaturze -20°C lub natychmiast przystgpowano do izolacji
plazmidowego DNA z hodowli bakteryjnej przy uzyciu komercyjnie dost¢pnego
zestawu do izolacji (GenElute HP Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep Kit, Sigma-
Aldrich) zgodnie z protokotem zataczonym przez producenta. Nastepnie, zmierzono
stezenie DNA w zawiesinie wyizolowanych plazmidéw z wykorzystaniem modutu
kuwetowego spektrofotometru Hitachi U-2900, odczytujac absorbancje przy
dhugosciach fali 260 nm oraz 280 nm. Pomiar stosunku warto$ci absorbancji 260 do
280 pozwolit na okreslenie czystosci izolowanego DNA.

Transfekcja komoérek linii MDA-MB-231 oraz MCE-7

Komorki poszczegoélnych linii nowotworowych wysiewano na ptytki 6-dotkowe w
okreslonej gestosci odpowiadajacej: 300.000 komorek/dotek linii MDA-MB-231 oraz
700.000 komorek/dotek linii MCF-7 (tabela 6). Kolejnego dnia przeprowadzano
transfekcje z wykorzystaniem komercyjnie dostepnego zestawu jetPRIME® (Polyplus
Transfection ®), zgodnie z instrukcjg zataczong przez producenta. W tym celu uzyto
1,5 pg plazmidu U6gRNA-Cas9-2A-GFP (odpowiednio: CRISPR1, CRISPR2,
CRISPR3), a nastgpnie po uptywie 4h zmieniano pozywke na §wieza i inkubowano
komorki kolejne 24h. Wydajnos¢ transfekcji  sprawdzano pod mikroskopem
fluorescencyjnym Leica AF7000.

Sortowanie komorek cytometrem przeptywowym

Po uplywie 48h od wysiania danej linii komoérkowej, komorki trypsynizowano, a
nastepnie wirowano 5 minut przy obrotach 200 x g. Supernatant odrzucano, za$ osad
zawieszano w 1 ml buforu PBS, po czym komorki liczono z wykorzystaniem
automatycznego licznika komoérek (TC20™ Automated Cell Counter, Bio-Rad).
Zawiesing komorek w ilosci 3 x 10° w objetosci 1 ml przenoszono do probowek
cytometrycznych (Polysterene Round-Bottom Tube with Cell-Strainer Cap,
FALCON) i sortowano na ptytke 96-dotkowa z wykorzystaniem cytometru
przeptywowego BD FACSAria™ II (BD Bioscience) w gestosci 1 komorka/dotek.
Podczas sortowania jako kontroli negatywnej uzyto komoérek nietransfekowanych.

Proces sortowania komorek przeprowadzono dzigki uprzejmosci i pomocy mgr.
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3.4.

Lukasza Bugajskiego (Pracownia Cytometrii, Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M.
Nenckiego PAN).

Hodowla klonow MDA-MB-231 oraz MCFE-7

Wysortowane klony hodowano w inkubatorze CO: przy 95% zawarto$ci powietrza,

5% CO; oraz 100% wilgotnosci wzglednej w temperaturze 37 C. Po uptywie 10 dni
zmieniano pozywke hodowlang na $§wiezg, a nastepnie skrupulatnie analizowano
obecnos¢ klonow w poszczegodlnych dotkach ptytki 96-dotkowej z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego, uzywajac funkcji mikroskopu s$wietlnego. W
przypadku obecnos$ci skupiska klonéw w badanym dotku, prowadzono ich hodowle do
momentu osiggni¢cia przez nie konfluencji ok. 80 — 90%, po czym pasazowano je do
wigkszego naczynia hodowlanego — dotek ptytki 24-dotkowej. Dalszg hodowle
prowadzono pasazujac komorki (po osiggnieciu wspomnianej konfluencji) do coraz
wiekszych naczyn hodowlanych (dotek ptytki 6-dotkowej, butelka T75), a nastgpnie
bankowano komorki i przechowywano w ciektym azocie lub oparach ciektego azotu
oraz weryfikowano poziom ekspresji biatka p66Shc metoda Western Blot,
przygotowujac probke w sposob opisany w rozdziale 3.6. (Immunodetekcja biatek
przy uzyciu techniki Western Blot)

Ocena tempa proliferacji uzyskanych klonow linii MDA-MB-231 oraz MCF-7

Tempo proliferacji badano dwiema metodami podyktowanymi przede wszystkim

charakterystyka badanej linii nowotworowej. Tak wigc, tempo proliferacji poszczegolnych

klonow linit MDA-MB-231 (linia nie wykazujaca tendencji do tworzenia agregatow) zbadano

przy uzyciu cytometru przeptywowego Guava Muse Cell Analyzer (Merck Millipore, USA),

za$ klony linit MCF-7 (linia wykazujaca tendencje do tworzenia agregatow) przy uzyciu

komor zliczeniowych Neubauera (VWR, Polska).

Tempo proliferacji klonéw linii MDA-MB-231

Komoérki poszczegdlnych klonow wysiewano zgodnie z tabelg 6. Poszczegdlne klony
wysiewano w 3 — krotnym powtdrzeniu (po 3 dotki na dany klon linii MDA-MB-231).
Po uplywie 24h komorki odklejano przy uzyciu trypsyny, inkubowano 1 minutge w
inkubatorze w temp. 37°C, po czym zalewano pozywka hodowlana. Nastepnie, 20 ul
zawiesiny komoérek dodawano do 380 ul odczynnika Muse™ Count&Viability

Reagent (Merck Millipore), delikatnie worteksowano i inkubowano przez 2 minuty w
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temp. pokojowej, po czym analizowano w Guava Muse Cell Analyzer. Procedurg
powtarzano kolejno po 48h i 72h.

e Tempo proliferacji klonow linii MCF-7

Komorki poszczegdlnych klonow wysiewano zgodnie z tabelg 6. Poszczegdlne klony
wysiewano W 4 — krotnym powtorzeniu (po 4 dotki na dany klon linii MCF-7). Po
uptywie 24h komorki odklejano przy uzyciu trypsyny, inkubowano 3 minuty w
inkubatorze w temp. 37°C, po czym zalewano pozywka hodowlana. Zawiesing
komoérek w ilosci 10 pl nakladano na komore zliczeniowa, a nastepnie liczono
komorki wizualnie uzywajac mikroskopu $wietlnego (AE-2000, Motic). Procedurg

powtarzano kolejno po 48h i 72h.

3.5. Traktowanie komorek chemioterapeutykiem — doksorubicyng

Jako ze linia MDA-MB-231 stanowi idealny model do traktowania
chemioterapeutykami, na potrzeby realizacji ostatniego z celow niniejszej pracy,
wykorzystano wylacznie poszczegolne klony linii MDA-MB-231, ktore traktowano

chemioterapeutykiem — doksorubicyna.

Doksorubicyna jest chemioterapeutykiem z grupy antracyklin (grupa cytotoksycznych
antybiotykdw o szerokim zastosowaniu klinicznym), spowalniajacym badz hamujacym
wzrost komorek nowotworowych. Uwaza si¢, ze DOX wykazuje swe cytotoksyczne dziatanie
za pomoc3g dwoédch odmiennych mechanizméw dziatania: 1) interkalacji do DNA z
jednoczesnym zaktoceniem naprawy DNA za posrednictwem topoizomerazy II, ktory jest
gldwnym mechanizmem dzialania badz 2) generowania wolnych rodnikow, ktore w
konsekwencji powoduja uszkodzenia bton komérkowych, DNA 1 bialek (THORN 1 wsp. 2012;
WALLACE | wsp. 2020). Drugi z przedstawionych mechanizmoéw dziatania DOX odbywa si¢
$ciSle z udzialem mitochondridw, co w odniesieniu do gléwnych zalozen niniejszej pracy

stanowito jedno z kluczowych kryteriow wyboru DOX jako chemioterapeutyka.

3.5.1 Ocena wlasciwosci cytotoksycznych doksorubicyny

W celu okreslenia pozadanego stezenia DOX skutkujacego 10% spadkiem w
proliferacji komorek badanych klonow linii MDA-MB-231, wykonano test cytotoksyczno$ci
przy uzyciu metody wykorzystujacej barwnik sulforodaming B (SRB) (Sigma-Aldrich)
opisanej w rozdziale 3.11 (bardziej szczegdtowy opis metody). Wybor powyzszego testu

74



pokierowany byl niemoznos$cig zastosowania zestawu zawierajagcego odczynnik XTT (sol
sodowa 2,3-bis [2-metoksy-4-nitro-5-sulfofenylo]-2H-tetrazolio-5-karboksyanilidu),
wynikajagcg ze zmian w poziomie podjednostek poszczegdlnych komplekséw tancucha
oddechowego w klonie MDA-MB-231 wykazujagcym wyciszenie ekspresji genu kodujacego
biatko p66Shc. Jak wiadomo, test z wykorzystaniem odczynnika XTT oparty jest w gldwnej
mierze na aktywno$ci mitochondrialnych dehydrogenaz, co w konsekwencji wykluczyto jego
zastosowanie.

Metoda wykorzystujgca barwnik SRB znalazta szerokie zastosowanie w ocenie
cytotoksycznosci badanych chemioterapeutykow (VICHAI & KIRTIKARA 2006). Celem
okreslenia finalnego stezenia DOX, komorki poszczegdlnych klondéw linii MDA-MB-231
wysiewano na ptytki 96-dotkowe w gestosci 9000 komorek/dotek (tabela 6). Kolejnego dnia
komorki traktowano réznymi st¢zeniami DOX (Sigma-Aldrich), ktorych wartosci podane sg
w tabeli ponizej (tabela 9). Doksorubicyn¢ uzyta do niniejszych celow zawieszono w
roztworze DMSO (koncowe stgzenic DMSO w pozywce hodowlanej <1%), otrzymujgc

finalnie 25 MM roztwor wyjsciowy.

Tabela 9 Zastosowane stgzenia doksorubicyny

Substancja Roztwor Finalne stezenie . Czas )
roboczy w pozywce hodowlanej inkubacji
Brak - 0
Doksorubicyna 20 nM
(25 mM roztwor 10 uM 50 nM
wyjsciowy w DMSO) (w DMSO) 100 nM
200 nM
Doksorubicyna 400 nM 48h
(25 mM roztwor 100 uM 800 nM
wyjsciowy w DMSO) (w DMSO) 1000 nM
1500 nM
Doksorubicyna 1 mM 2000 nM
(25 mM roztwor (w DMSO) 4000 nM
wyjsciowy w DMSO) 8000 nM

Komorki nastepnie inkubowano z DOX przez okres 48h, po czym utrwalano i postepowano

zgodnie z procedurg wykorzystujacg metode SRB (opis metody w rozdziale 3.11).
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3.6. Immunodetekcja bialek przy uzyciu techniki Western Blot

3.6.1. Przygotowanie lizatow komorkowych

W celu przygotowania probki do rozdziatlu w Zelu poliakryloamidowym w warunkach
denaturujacych, komorki danej linii komorkowej trypsynizowano oraz wirowano tak jak
opisano w rozdziale 3.2.1. Po zakonczonym wirowaniu, supernatant usuwano, za$ osad
komorek zawieszano w 5 ml buforu PBS w celu pozbycia si¢ resztek pozywki hodowlane;.
Zawiesing komorek ponownie wirowano przez 5 minut przy obrotach 200 x g. Supernatant
usuwano, za$ otrzymany osad komorek zawieszano w 1 ml schtodzonego (4°C) buforu PBS,
przenoszono do nowych probowek i wirowano w temperaturze 4°C przez 5 minut przy
obrotach 200 x g. Otrzymany w ten sposob osad komorek zawieszano w schtodzonym (4°C),
zawierajacym  inhibitory proteaz 1 fosfataz  buforze lizujagcym RIPA  (ang.
Radioimmunoprecipitation assay buffer), (sktad podany w rozdziale 3.17) w stosunku 1:2
(osad : RIPA) i inkubowano na lodzie przez 30 minut, mieszajac co 5 minut przy uzyciu
worteksu. Po skonczonej inkubacji, lizat komorkowy wirowano przez 20 minut przy obrotach
14 000 X g. Supernatant zbierano i umieszczano w nowej probowce, pobierajac niewielka
ilos¢ (5 ul) do oznaczenia st¢zenia biatka metoda Bradford (metoda opisana w rozdziale
3.6.2), za$ zawierajacy DNA oraz niezlizowane fragmenty komoérek osad — wyrzucano. Do
pozostatej czgéci supernatantu dodawano bufor Laemmli'ego w stosunku 1:3 (bufor
obcigzajacy : supernatant), a nastgpnie ogrzewano przez 5 minut w temperaturze 95°C |
przechowywano w temperaturze -20°C lub rozdzielano na zelu poliakryloamidowym. Nalezy
zaznaczyC, 1z probki przeznaczone do detekcji komplekséw lancucha oddechowego przy
uzyciu mieszaniny przeciwcial OXPHOS (MitoSciences) ogrzewano w temperaturze nie

przekraczajacej 40°C (wg zalecen producenta).

3.6.2. Pomiar stezenia bialka w badanej prébie metoda Bradford

Stezenie biatka w probkach przeznaczonych do badan proteomicznych oznaczano
spektrofotometrycznie metodg Bradford (BRADFORD 1976). Pomiaru dokonywano w 1,5 ml
kuwetach pomiarowych, do ktérych dodawano 1,2 ml wody dejonizowanej, badang probke w
ilosci nieprzekraczajacej 10 ul oraz 300 pl odczynnika Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent
Concentrate (Bio-Rad). Calos¢ dokladnie mieszano, a nast¢pnie dokonywano odczytu

absorbancji przy dhlugosci fali 595 nm =z wykorzystaniem modulu kuwetowego
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spektrofotometru Hitachi U-2900. Oznaczenia st¢zenia biatka w badanej probie dokonywano
na podstawie wcze$niej wyznaczonej krzywej wzorcowej, sporzadzonej z wykorzystaniem
standardow stanowigcych roztwor albuminy surowicy bydlecej (BSA, Sigma-Aldrich) o

znanych stezeniach odpowiednio 0, 1, 3, 5, 10, 15, 20 ul/ml.

3.6.3. Przygotowanie zeli poliakryloamidowych

Rozdziat bialek w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych
uzalezniony byt od masy czasteczkowej biatka, ktore rozdzielano. W zwigzku z tym, rozdziat
bialek prowadzono na rozdzielajacych zelach poliakryloamidowych o réznych gestosciach,
odpowiednio 8%, 10% oraz 12% (procentowa zawarto$¢ akryloamidu). Niezaleznie od masy
czasteczkowej rozdzielanego biatka jak réwniez procentowos$ci zelu rozdzielajacego — zel
zageszczajacy zawsze byt 4%. Sklad mieszaniny niezbednej do przygotowania zeli
rozdzielajacych o zdefiniowanej procentowosci jak rowniez zelu zageszczajacego

przedstawiono w tabelach 10.

Tabela 10 Sktad mieszaniny zelu zageszczajacego

Zel zageszczajacy 4%
Akryloamid/bisakryloamid 0,9ml
Roztwor do zelu 1,5ml
zageszczajacego
Woda 3,5ml
TEMED 10 pl
10% APS 50 pl

Tabela 11 Sktad mieszaniny Zelu rozdzielajacego

Zel rozdzielajacy 8% 10% 12%
Akryloamid/bisakryloamid 2,667 mi 3,333 ml 4 ml
Roztwor do zelu 3,331 ml 3,331 ml 3,331 ml
rozdzielajacego
Woda 4,002 ml 3,336 ml 2,669 ml
TEMED 10 ul 10 ul 10 ul
10% APS 30 pl 30 pl 30 pl
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3.6.4. Elektroforeza SDS-PAGE, transfer na membraneg oraz immunodetekcja

Badane probki przygotowane w sposéb opisany w rozdziale 3.6.1 naktadano w ilosci
10 — 40 pg biatka do studzienki zelu zageszczajacego. Oprocz badanej proby do jednaj ze
studzienek naktadano rowniez 2 pl biatkowego wzorca mas (Prestained Protein Ladder,
ThermoFisher Scientific). Zaréwno elektroforeze jak i transfer rozdzielanych biatek
wykonywano odpowiednio przy uzyciu aparatu MINI-ProteanTetraCell (Bio-Rad) badz w
okreslonych przypadkach wykorzystywano zestaw gotowych zeli poliakryloamidowych o
gradiencie 4-12% (Bolt™ 4 to 12%, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini Protein Gel, ThermoFisher
Scientific), ktore rozdzielano w adekwatnym dla nich aparacie do rozdziatu (Mini Gel Tank,
ThermoFisher Scientific), a nastgpnie transferowano (Mini Blot Module, ThermoFisher
Scientific). Rozdziat biatek prowadzono w buforze do elektroforezy (sktad w tabeli 15)
odpowiednim do zastosowanego aparatu elektroforetycznego, stosujac state natgzenie pradu
(20 mA/zel) przez czas okoto 2h, czyli do momentu przesuni¢cia si¢ barwnika (biekitu
bromofenolowego znajdujacego si¢ w buforze Laemmli'ego) do dolnej krawedzi zelu.
Nastepnie, rozdzielone w zelu biatka przenoszono na membrang nitrocelulozowsg
(Nitrocellulose membranes, Bio-Rad) badz PVDF (Immun-93 Blot PVDF Membrane, Bio-
Rad), wykonujac transfer przy stalym nat¢zeniu pragdu 300 mM przez 90 minut w
temperaturze 4°C. Transfer bialek prowadzono w buforze do transferu (sktad w tabeli 15)
stosujagc tym samym metod¢ transferu ,,mokrego”. Po zakonczeniu transferu, membrang, z
ktorg zwigzaly si¢ biatka, ptukano w buforze TBS-T (sktad w tabeli 15), a nast¢pnie
blokowano miejsca niespecyficznego wigzania przeciwcial w roztworze do blokowania
(Intercept™ Protein-Free Blocking Buffer TBS, Li-Cor Biosciences) przez okres 1h w
temperaturze pokojowej. Bufor do blokowania rozcienczano w stosunku 1 : 1 w TBS-T.
Nastepnie, inkubowano membrang z odpowiednimi przeciwcialami pierwszorzedowymi,
ktorych stgzenia zawarto w tabeli 12 (membrany inkubowano z przeciwcialami w buforze do
blokowania w TBS-T, w temp. 4°C, przez cala noc). Po zakonczonej inkubacji z
przeciwcialami pierwszorzedowymi, membran¢ ptukano trzykrotnie po 5 minut w buforze
TBS-T, po czym inkubowano z odpowiednimi przeciwciatami drugorzgdowymi
znakowanymi barwnikami fluorescencyjnymi IRDye (Li-Cor Biosciences) zawieszonymi w
buforze do blokowania przez 1h w temperaturze pokojowej. Zestawienie stosowanych
przeciwcial drugorzgdowych znajduje si¢ w tabeli 12. Po uptywie 1h, membrang ponownie
ptukano trzykrotnie po 5 minut w buforze TBS-T. Wzgledny poziom wykrywanych na

membranie biatek uwidaczniano wykorzystujac laserowy system detekcji 1 analizy obiektow
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fluorescencyjnych w podczerwieni Odyssey Infrared Imaging System (Li-Cor Biosciences,
Lincoln, NE, USA).

Intensywnos¢ fluorescencji na membranach analizowano w programie Image Studio™

Software for the Odyssey® wersja 3.021, kompatybilnym z Oddysey Infrared Imaging
System (Li-Cor Biosciences, Lincoln, NE, USA).

llos¢ badanego bialka wyrazano w odniesieniu do dehydrogenazy aldehydu 3-

fosfoglicerynowego (GAPDH), jako biatka referencyjnego.

Tabela 12 Zestawienie uzytych przeciwciat pierwszorzedowych

Przeciwcialo Pochodzenie Producent Numer Gestosé zelu Stezenie
I-rzedowe katalogowy  rozdzielajacego przeciwciala
SHC Mysz BD 610879 10% 1:1000
Transduction
Laboratories
SHC Krolik Abcam ab15039 10% - 12% 1:1000
p66Shc-Ser36 Mysz Calbiochem KP20601 10% 1:1000
PKCBII Krolik Santa Cruz Sc-210 10% 1:1000
Biotechnology
PKCBII- Krolik Cell Signaling #9371 10% 1:1000
Ser660
PIN1 Krolik Merck #07-091 10% 1:1000
Millipore
PP2A Mysz Merck #05-421 10% 1:1000
Millipore
OXPHOS Mysz Abcam Ab110413 12% 1:1000
Katalaza Krolik Abcam Ab15039/Ab5 10% 1:1000
2477
SOD1 Kroélik Santa Cruz Sc-11407 12% 1:1000
Biotechnology
, Inc.
SOD2 Krolik Cell Signaling 13141S 12% 1:1000
Reduktaza Krolik Santa Cruz Sc-32886 10% 1:1000
Glutationowa Biotechnology
, Inc.
TOM20 Kroélik Santa Cruz Sc-11415 12% 1:1000
Biotechnology
, Inc.
GAPDH Mysz Merck- MAB-374 W zaleznosci od  1:20 000 - 1:40 000
Milipore badanego biatka
GAPDH Krolik Abcam Ab128915 W zalezno$ci od  1:20 000 - 1:40 000
badanego biatka
TrkB Mysz Merck Ab5372 4-15% 1:1000
Millipore
Ras Krolik Cell Signaling # 3965 4-15% 1:1000
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Tabel 13 Zestawienie uzytych przeciwciat drugorzedowych

Przeciwciato II- Producent Numer Stezenie,
rzedowe katalogowy warunki inkubacji
IRDye 680RD 926-68073
anty - krélicze
______________________________ 1:10 000
IRDye 680RD 926-68072 inkubacja w buforze do
anty - mysie Li-Cor, blokowania w
Biosciences TBS-T,
IRDye 800CW 926-32213 temperatura pokojowa,
anty - krolicze czas: 1h
IRDye 800CW 926-32212
anty - mysie

3.7. Oznaczenie poziomu fosforylacji bialka p66Shc w reszcie Ser36 metoda

immunoprecypitacji

Uzyte w niniejszej pracy linie komorkowe wykazywaly stosunkowo niski poziom
fosforylowanego w reszcie Ser36 biatka p66Shc. W zwiazku, iz detekcja przy uzyciu
standardowej techniki Western Blot byta niemozliwa, zastosowano technike
immunoprecypitacji biatek przeciwciatem (monoklonalnym, skierowanym przeciwko ShcA) z
uzyciem kuleczek do immunoprecypitacji optaszczonych biatkiem A/G (Protein A/G PLUS-
Agarose Immunoprecipitation Reagent, Santa Cruz Biotechnology), dzieki czemu uzyskano
wyzsza ,,czuto$¢" detekcji poziomu fosforylowanego w Ser36 biatka p66Shc. Procedura
przygotowania lizatbw komérkowych do momentu pomiaru stezenia biatka metodg Bradford,
przebiegata tak samo jak w przypadku standardowej techniki Western Blot (rozdziat 3.6.1).
Po zakonczonym pomiarze st¢zenia biatka, pobierano ilo$¢ proby zawierajaca 500 pg biatka i
umieszczano w nowej probowce zbiorczej. Nastepnie, dodawano przeciwciata anty-SHC (BD
Transduction Laboratories, Abcam) w ilosci 5 ul na badang probke i inkubowano przez 1h w
temperaturze 4°C, przez caly czas delikatnie mieszajac proby w wytrzasarce o ruchu
obrotowym. W migdzyczasie przygotowywano kuleczki do immunoprecypitacji zgodnie z
instrukcjg zataczong przez producenta, a po zakonczonej inkubacji dodano je w ilosci 20 pl na
probe oraz inkubowano przez catla noc w temperaturze 4°C, delikatnie mieszajac W
wytrzasarce o ruchu obrotowym. Na drugi dzien, proby wirowano przez 10 minut przy
obrotach 10 000 x g w temperaturze 4°C, a nastepnie Z nalezyta ostroznoscig (aby nie
naruszy¢ o0Sadu) usunigto supernatant, za$ osad zawierajacy kuleczki zwigzane juz z
precypitowanymi biatkami ptukano w buforze RIPA 1 ponownie wirowano. Ptukanie

powtarzano trzykrotnie, za kazdym razem wirujac proby przez minutg przy obrotach 200 x g
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w temperaturze 4°C. Po zakonczonej procedurze plukania, osad zawieszano w 30 pl buforu
Laemmli'ego i gotowano przez 5 minut w temperaturze 95°C. Tak przygotowane probki
rozdzielano na zelu poliakryloamidowym, przeprowadzajac kolejne etapy techniki Western

Blot badz probki zamrazano w -20°C.

3.8.  Immunochemiczna detekcja oksydacyjnych uszkodzen bialek (karbonylacja)

Karbonylacja bialek, stanowigca miar¢ oksydacyjnych uszkodzen bialek zwykle
odnosi si¢ do procesu tworzenia reaktywnych ketonow badz aldehydow (grup
karbonylowych) w resztach nastgpujacych aminokwasow: lizyny, argininy, proliny oraz
treoniny.  Poziom  wspomnianych  uszkodzen  oksydacyjnych  badano  metods
immunochemiczng bazujac na technice Western Blot z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnego zestawu OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (Millipore). Metoda
wykorzystuje zdolno$¢ 2,4-dinitrofenylohydrazyny (DNPH) do reagowania z grupami
karbonylowymi, w wyniku czego powstaje stabilny produkt dinitrofenol (DNP), ktory jest
nastgpnie wykrywany za pomocg skierowanych przeciwko niemu przeciwcial. Probki
przygotowywano zgodnie z zataczong do zestawu instrukcja producenta. Nastepnie, probki
zawierajace 10 pg biatka rozdzielano na 10% zelu poliakryloamidowym, transferowano na
membrang nitrocelulozowa oraz inkubowano z przeciwcialami pierwszorzgdowymi
zalgczonymi do zestawu OxyBlot™. Inkubacje z przeciwcialami drugorzedowymi oraz
wizualizacj¢ bialek na membranie przeprowadzano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale

3.6.4., za$ poziom karbonylacji wyrazano w odniesieniu do biatka referencyjnego — GAPDH.

3.9. Pomiar parametréw bioenergetycznych

3.9.1. Pomiar potencjalu na wewnetrznej blonie mitochondrialnej (mt. AY)

Potencjat na wewnetrznej btonie mitochondrialnej w badanych liniach komérkowych
badano wykorzystujac sond¢ fluorescencyjng JC-1 (jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3’-
tetraetylobenzymidazolokarbo - cyjaninowy, Invitrogen) w oparciu o metod¢ opracowang
przez COSSARIZZA 1 WsP. (1993). Zastosowana technika wykorzystuje zdolnos¢ sondy JC-1
(bedacej barwnikiem kationowym) do akumulacji w mitochondriach w sposéb zalezny od
potencjalu mitochondrialnego, czego wyrazem jest przesuniecie widma fluorescencyjnego.

Wysoki potencjal mt. AW skutkuje tworzeniem przez sonde¢ JC-1 agregatow emitujgcych
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fluorescencj¢ o dlugosci fali A ex = 535 nm, A em = 580 nm (czerwona fluorescencja). Z
kolei, w wyniku spadku mt. A¥ (depolaryzacja wewnetrznej blony mitochondrialnej) sonda
JC-1 ulega translokacji do cytoplazmy, przechodzac tym samym w forme¢ monomeryczna,
emitujgc fluorescencje o dtugosci fali A ex = 485 nm, A em = 530 nm (zielona fluorescencja).
Wspomniane przesunigcie widma fluorescencyjnego sondy JC-1 (zmiana postaci z formy
zagregowane] na monomeryczng), Czyni ja czulym markerem zmian potencjalu na
wewnetrznej btonie mitochondrialnej, z kolei pomiar stosunku intensywnosci fluorescencji
agregatow do monomerdéw — wiarygodng oraz wygodng metode oceny zmian wspomnianego
potencjatu w komorkach.

Komorki badanych linii komérkowych hodowano w sposoéb odpowiadajacy danemu
typowi eksperymentu (ilos¢ wysianych komorek, czas hodowli itp. podano w tabeli 6). W
dniu pomiaru mt. A%, komérki ptukano trzykrotnie buforem PBS (+Ca?*/Mg?*) po uprzednim
usunig¢ciu pozywki hodowlanej, a nastepnie inkubowano w ciemnosci z sondg JC-1 przez 15
minut w 37°C. Nalezy zaznaczy¢, iz sonde JC-1 przygotowywano w ste¢zeniu 5 uM w buforze
PBS z jonami Ca?" i Mg?*, zawierajacym 5 mM glukoze. Po zakonczonej inkubacji, znad
monowarstwy komoérek usuwano roztwor z sonda, a nastgpnie ptukano trzykrotnie buforem
PBS (+Ca?*/Mg?"). Komorki zalewano 0,5 ml $wiezego buforu PBS (+Ca?*/Mg?*) i mierzono
fluorescencje przy uzyciu czytnika plytek wielodotkowych Infinite M200Pro (Tecan,
Austria), przy odpowiedniej dtugosci fali: A ex = 585 nm, A em = 520 nm. Zebrane wyniki
zostaly przeanalizowane i wyrazone jako stosunek intensywnosci fluorescencji czerwonej do

zielonej.

3.9.2. Pomiar zuzycia tlenu z wykorzystaniem elektrody tlenowej Oxygraph-2k-
OROBOROS

Szybkos¢ zuzycia tlenu przez mitochondria w badanych liniach mierzono przy uzyciu
oksygrafu (Oxygraph-2k, OROBOROS) prowadzac hodowle komoérkowa zgodnie z
informacjami zawartymi w tabeli (tabela 6). Po 48h inkubacji komorki trypsynizowano,
wirowano, a nast¢pnie zawieszano w 250 ul swiezej pozywki hodowlanej (bez dodatku FBS).
Nastgpnie komorki liczono przy uzyciu komory zliczeniowej (Neubauer, VWR) pod
mikroskopem $wietlnym i1 umieszczano w komorze pomiarowej. Pomiar zuzycia tlenu
prowadzono w temp. 37°C. Po 7 minutach od dodania komoérek do komory pomiarowej,
dodawano inhibitora syntazy ATP — oligomycyny (1pg/Iml), w celu zhamowania trzeciego

stanu oddechowego, a nast¢pnie co 3 minuty dodawano odczynnika rozprzegajacego — CCCP
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(Karbonylocyjanek 3-chlorofenylohydrazonu) (0,1uM), az do osiggni¢cia maksymalnego

zuzycia tlenu.

3.9.3. Analiza szybkosci zuzycia tlenu (OCR, ang. Oxygen consumption rate) oraz
szybkosci zakwaszenia zewnatrzkomorkowego (ECAR, ang. Extracellular
accidification rate) z wykorzystaniem analizatora Seahorse XFe96

Pomiary szybko$ci zuzycia tlenu jak réwniez zakwaszenia zewngtrzkomorkowego
przeprowadzono w  poszczegdlnych klonach linii nowotworowej MDA-MB-231
nietraktowanych oraz traktowanych chemioterapeutykiem DOX, wykorzystujac w tym celu
analizator pltynow zewnatrzkomoérkowych Seahorse XFe96 (Agilent, Technologies, USA).
Analizy wykonano przy uzyciu komercyjnie dostgpnego zestawu odczynnikow ,,Glycolytic
Rate Assay Kit” (103344-100, Agilent Technologies) oraz specjalnie dedykowanych ptytek
96-dotkowych (102601-100, Agilent Technologies). Doswiadczenia wykonano w ramach
wspotpracy, dzieki uprzejmoscei dr Vilmy A. Sardao (Mitochondria, Metabolism and Disease
Group, Center for Neuroscience and Cell Biology, University of Coimbra, Portugal), zgodnie
z instrukcjg zalaczong przez producenta. Niemniej jednak, analize jak rowniez interpretacje
uzyskanych wynikdéw przeprowadzono samodzielnie.

Zastosowany zestaw ,,Glycolytic Rate Assay Kit” umozliwia pomiar glikolizy w
badanych komoérkach, poprzez bezposredni pomiar w czasie rzeczywistym ECAR oraz OCR,
bedacych kluczowymi wskaznikami dwoch gtownych $ciezek produkcji ATP w komorkach:
glikolizy oraz fosforylacji oksydacyjnej. Podczas pomiaru dokonywanego przez analizator
Seahorse okres$lana jest tzw. glikolityczna szybko$¢ wyptywu H* (glycoPER ang. Glycolytic
proton efflux rate). Podczas glikolizy, rozpadowi czasteczek glukozy do mleczanu towarzyszy
wypompowywanie H* do przestrzeni zewngtrzkomérkowej, co jest wykrywane przez
analizator Seahorse jako ECAR. Dodatkowo aktywno$¢ mitochondrialnego cyklu kwaséw
trikarboksylowych prowadzi do wytwarzania COa, ktory ,,uwadnia” oraz zakwasza przestrzen
zewnatrzkomorkowa. Tak wige, podczas pomiaru hamuje si¢ podstawowe oddychanie
mitochondrialne (OCR) poprzez zastosowanie inhibitorow kompleksu 1 i |1l
(rotenon/antymycyna A). W wyniku tego, mozliwe jest okreslenie szybko$ci wyptywu HY, a
nastepnie ich usuniecie z catkowitej wartosci totalnego wyptywu H* (PER, ang. Proton efflux
rate), w efekcie czego uzyskujemy warto$¢ glycoPER. W celu potwierdzenia specyficznosci

dziatania szlaku w trakcie pomiaru dodaje si¢ 2- deoksyglukoze (2-DG), ktoéra jest
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inhibitorem glikolizy, w konsekwencji prowadzac do zatrzymania zakwaszenia

glikolitycznego. Schemat do§wiadczenia przedstawiono na rycinie 14.

A) B)

GLIKOLIZA ODDYCHANIE

MITOCHONDRIALNE
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Ryc. 14 Reprezentacyjny schemat przedstawiajacy profil pomiaru szybkosci glikolizy (A) oraz zasade
dzialania testu (B)

Przebieg pomiaru:

Komorki klonéw linii MDA-MB-231 wysiano na specjalnie dedykowane ptytki 96-dotkowe
Seahorse (szczegodty tabela 6). Nastepnego dnia, komorki traktowano DOX, za$ po uptywie
48h przeprowadzano pomiar z wykorzystaniem analizator Seahorse XFe96. Ponadto, 18h
przed planowanym pomiarem nawodniono sensor kartridza (specjalnie dedykowanej plytki
96-dotkowe Seahorse) poprzez inkubacje w specjalnym buforze tzw. ,,Seahorse XF
Calibrant” w inkubatorze pozbawionym dostepu CO2, w temp. 37°C przez cata noc. W dniu
pomiaru, komérkom zmieniano pozywke hodowlang na specjalng pozywke ,,Agilent Seahorse
Glycolytic rate assay” i1 inkubowano przez 1h w inkubatorze (bez dostgpu CO2) w 37°C. Po
zakonczonej inkubacji, komérkom ponownie zmieniano pozywke na §wieza, za§ do sensorow
kartridza dodawano po 3 ml odpowiednio:

1) pozywki hodowlanej zawierajacej inhibitory kompleksow 1 i III — 0,5 uM

rotenon/antymycyna A
2) pozywki hodowlanej zawierajacej 50 mM 2- DG

Na koniec uruchamiano program ,,Seahorse XF Glycolytic Rate Assay Kit”.
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3.10. Pomiar poziomu reaktywnych form tlenu

3.10.1. Pomiar poziomu mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego

Pomiaru poziomu mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego (mt.O2"),
zlokalizowanego w macierzy mitochondrialnej, dokonywano przy uzyciu specyficznej sondy
fluorescencyjnej - MitoSox Red (Invitrogen) zgodnie z protokotem opisanym przez WOJITALA
I wsP. (2014). Sonda MitoSox Red wykazuje specyficzno$¢ do mt.O2", jako ze zostata
opracowana poprzez sprzezenie jonu trifenylofosfoniowego (TPP™) oraz kationu lipofilowego
(wykorzystywanego do gromadzenia réznych czasteczek w wysoce ujemnie natadowanej
macierzy mitochondrialnej) do dihydroetydyny (DHE) - sondy fluorescencyjnej
wykorzystywanej do pomiaru anionorodnika w cytozolu. Obecnos¢ pozytywnie
natadowanego tadunku pochodzacemu z grupy -TTP+, umozliwia akumulacj¢ MitoSox Red
w mitochondriach (w odréznieniu do DHE wykorzystywanej do pomiaru cytozolowego
anionorodnika), gdzie w wyniku utlenienia tworzy fluorescencyjny produkt — 2-
hydroksymitoetydyne.

Czas hodowli, ilos¢ wysianych komorek jak réwniez zastosowane naczynie
hodowlane podano w tabeli 6. Komorki, po odessaniu pozywki hodowlanej ptukano
trzykrotnie buforem PBS (+Ca?*/Mg?*), po czym inkubowano przez 30 minut w temperaturze
37°C w buforze PBS (+Ca?*/Mg?") zawierajacym 5 uM MitoSox Red oraz SmM glukoze. Po
zakoficzonej inkubacji, komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS (+Ca?*/Mg?*) i kolejno
zalewano 0,5 ml $wiezego buforu PBS (+Ca?*/Mg?"), a nastgpnie mierzono fluorescencje przy
uzyciu laserowego cytometru skaningowego — iCys (Compucyte Inc, Beckman Coulter, Brea,
USA) wykorzystujac lasery argonowe (A ex= 488nm, A em= 530nm). W celu wydzielenia
obszarow obrazu odpowiadajacych sygnatowi z komoérek, kazdy z uzyskanych obrazéw
mikroskopowych podzielono na mniejsze ,,regiony” (tzw. obrysy fantomowe), w ktorych
okreslano iloSciowo sygnat fluorescencyjny. Nastepnie, ustalano progowa warto$¢
fluorescencji, powyzej ktorej fantomy byty klasyfikowane jako wlasciwy sygnat, pozostate

fantomy klasyfikowano jako tto.

3.10.2. Pomiar poziomu cytozolowego anionorodnika ponadtlenkowego

Pomiaru poziomu cytozolowego anionorodnika ponadtlenkowego (cyt.O2")

dokonywano przy uzyciu sondy fluorescencyjnej — dihydroetydyny (DHE, Invitrogen)
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zgodnie z przyjetym protokotem WOJTALA | wsp. (2014). DHE jest hydrofobowym,
nienatadowanym zwigzkiem, ktory po wniknigciu do komorki ulega utlenieniu, zyskujac
pozytywny tadunek, po czym jest akumulowany w komorkach poprzez interkalacje do nici
DNA. Specyficznos¢ sondy DHE do cytozolowego anionorodnika ponadtlenkowego polega
na dwuetapowym mechanizmie utlenienia w wyniku czego powstaje 2-hydroksyetydyna,
dajaca roéwniez czerwong fluorescencje¢, odczytywang jednak przy nieco innej dtugosci fali - A
ex = 396 nm, W cytoplazmie, nieutleniona sonda DHE wykazuje niebieskg fluorescencje
(BENOV 1 wsP. 1998). Podobnie jak w przypadku mt.O2™, specyfikacja przygotowania
komoérek do pomiaru opisana jest w tabeli 6. Komorki ptukano trzykrotnie buforem PBS
(+Ca?*/Mg?"), a nastepnie inkubowano w pozywce hodowlanej zawierajacej 0,5 pM sonde
DHE przez okres 30 minut w temp. 37°C. Kolejno, komorki plukano trzykrotnie buforem
PBS (+Ca?*/Mg?"), po czym dodawano 0,5 ml $wiezego buforu PBS (+Ca?'/Mg?*) i mierzono
fluorescencje wykorzystujac czytnik ptytek wielodotkowych Infinite M200Pro (Tecan,
Austria).

3.10.3. Pomiar wzglednych ilo$ci reaktywnych form tlenu (gléwnie nadtlenku wodoru)

Pomiaru wzglednych ilosci reaktywnych form tlenu dokonywano przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej CM-H.DCF-DA (dwuoctan 5 (i 6)-chlorometylo-2',7-
dichlorodwuhydrofluoresceiny, Invitrogen) zgodnie z protokotem opisanym w OPARKA | WSP.
(2016). Sonda H2DCF-DA przez dtugi czas uwazana byta jako specyficznie wykrywajaca
nadtlenek wodoru (H20.). Niemniej jednak, zakres reaktywnych form tlenu wykrywanych
przez wspomniang sond¢ jest wigkszy, dlatego w niniejszej pracy sonda H.DCF-DA
stosowana jest do wykrywania wzglednych ilosci RFT. Ho.DCF-DA tatwo przechodzac przez
btong komorkowa, ulega hydrolizie w cytoplazmie przyjmujac formg¢ anionu
karboksylanowego (H>DCF), ktory nastepnie ulega utlenieniu tworzac fluorescencyjny
produkt - 2', 7-dichlorofluorescyne (DCF). Proces utleniania H.DCF-DA do DCF jest reakcja
dwuetapowa, w ktorej w pierwszej kolejnosci dochodzi do utleniania gtdéwnie przez rodniki
weglowe, rodniki hydroksylowe, dwutlenek azotu jak rowniez rodniki tiylowe. Drugi etap
utleniania sondy odbywa si¢ z udzialem H20. (w obecnosci peroksydaz) oraz rodnika
ponadtlenkowego co prowadzi finalnie do wzmocnienia sygnatu fluorescencyjnego z sondy
(GRISHAM 2013).

Specyfikacje przygotowania komorek do pomiaru opisano w tabeli 6. Komorki

ptukano trzykrotnie buforem PBS (+Ca?*/Mg?"), po czym inkubowano przez okres 30 minut
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w temperaturze 37°C w buforze PBS (+Ca?*/Mg?") zawierajacym 2 pM sonde CM-H,DCF-
DA oraz 5 mM glukoze¢. Nastgpnie, ponownie ptukano komorki trzykrotnie buforem PBS
(+Ca?*/Mg?") i zalewano 0,5 ml $wiezego buforu PBS (+Ca?*/Mg?*). Fluorescencj¢ mierzono

wykorzystujac czytnik ptytek wielodotkowych Infinite M200Pro (Tecan, Austria).

3.11. Oznaczenie ilosci bialka komodrkowego =z wykorzystaniem barwnika

sulforodaminy B (SRB)

Metode wykorzystujacg barwnik sulforodaming B uzywano po zakonczonym
pomiarze poziomu RFT w celu oznaczenia ilosci biatka komodrkowego na plytkach
wielodotkowych jak rowniez do oceny cytotoksycznos$ci chemioterapeutyka — DOX (rozdziat
3.5). Metoda polega na zdolnosci SRB do elektrostatycznego wigzania si¢ z biatkowymi
komponentami komorki, ktdre nastgpnie utrwala si¢ przy uzyciu 1% roztworu kwasu
octowego w metanolu (SKEHAN 1 IN. 1990). SRB jest barwnikiem aminoksantenowym z
dwiema grupami sulfonowymi, ktory wigze si¢ z zasadowymi resztami aminokwasowymi w
umiarkowanie kwasnym $srodowisku.

Po wykonaniu odpowiednich pomiaréw poziomu RFT, komorki rosngce na ptytkach
24-dotkowych (ptytki 96-dotkowe w przypadku oceny cytotoksycznosci DOX) utrwalano 1%
roztworem kwasu octowego w metanolu, po czym umieszczano w -20°C na przynajmnie;j
24h. Nastepnie, metanol usuwano, a plytke osuszano w temp. 37°C, po czym kazdy dotek
zalewano 250 ul 0,5% SRB (100 ul w przypadku oceny cytotoksycznosci DOX) i
inkubowano przez 1h w temp. 37°C. Po uplywie godziny, roztwér SRB usuwano, za$
niezwigzanego z biatkami komorkowymi SRB pozbywano si¢ poprzez 5-krotne ptukanie w
1% roztworze kwasu octowego w wodzie dejonizowanej. Ptytke osuszano w temp. 37°C, a
nastepnie do utrwalonych 1 wybarwionych komérek dodawano po 1ml na dotek 10 mM
buforu Tris-HCI o pH=10 (200 pul w przypadku oceny cytotoksycznosci DOX) i inkubowano
przez 15 minut w temp. 37°C, delikatnie wytrzasajac w celu rozpuszczenia zwigzanego z
biatkami barwnika. Nastepnie, z kazdego dotka ptytki 24-dotkowej przenoszono po 200 pl
roztworu do dotka ptytki 96-dotkowej 1 dokonywano odczytu absorbancji przy dtugosci 540
nm z wykorzystaniem czytnika ptytek wielodotkowych TECAN Sunrise Microplate Reader.
W przypadku oceny cytotoksycznosci po zakonczonej 15 min. inkubacji, ptytke 96-dotkowa
umieszczano w czytniku i bezposrednio dokonywano odczytu przy wspomnianej wyzej

absorbancji.
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3.12. Ocena calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej metodg ABTS

Oceny calkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej dokonano w poszczegdlnych klonach
linii nowotworowej MDA-MB-231 nietraktowanych oraz traktowanych chemioterapeutykiem
DOX technikg wykorzystujaca kwas 2,2'-azyno-bis (3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowy)
(ABTS). Metoda opracowana przez MILLER | WsSP. (1993) polega na okresleniu zdolnosci
redukujgcych kationorodnik (ABTS™) przez przeciwutleniacze zawarte w badanej probie.
Kationorodnik jest uprzednio generowany w wyniku reakcji enzymatycznej z udzialem
peroksydazy chrzanowej (HRP ang. Horseradish peroxidase) przyjmujac niebieskozielong
barweg, ktora ulega zanikowi w wyniku redukcji przez przeciwutleniacze. Redukcja
kationorodnika zalezna jest od czasu trwania reakcji, aktywnos$ci oraz st¢zenia
przeciwutleniacza.

W celu okreslenia ilosci biatka niezbednej do oceny aktywnos$ci antyoksydacyjnej
wykonano krzywa przedstawiajaca uzycie rdznej ilosci biatka (10 pg, 20 pg, 40 ug, 50 pg, 80
pg, 100 pg, 120 pg, 150 pg, 200 pg, 300 pg, 500 pg). Na podstawie wspotczynnika regresji
krzywej wybrano odpowiednie stezenie biatka uzyte w doswiadczeniach (100 pg).

Przed przystgpieniem do pomiaru kinetycznego, przygotowano odpowiednie roztwory

substancji podanych w ponizszej tabeli.

Tabela 14 Zastosowane w doswiadczeniu roztwory/bufory

Nazwa roztworu/buforu Stezenie Stezenie
wyjsciowe finalne
Bufor fosforanowo-sodowy 02M 50 mM
(NaH2PO4 oraz Na:HPO4)
ABTS 50 mM 2 mM
HRP 1mM 0,25 uM
H20: 10 mM 40 uM

Poszczegolne sktadniki potgczono aby uzyskaé¢ kationorodnik ABTS™ uzyskujagc finalne
stezenia substancji przedstawione w powyzszej tabeli, a nastepnie przechowywano przez 3-4
h w temp. 4°C. Probki w ilosci 10 pl (100 pg) naktadano do dotkéw ptytki 96-dotkowej i
dodawano 240 pl wczes$niej przygotowanego roztworu kationorodnika ABTS™. Probe
negatywna stanowila proba zawierajaca bufor RIPA, w ktorym zawieszano badane probki.
Kazdg z prob naktadano w 3-krotnym powtdrzeniu. Stopien redukcji kationorodnika mierzono

poprzez pomiar Kinetyczny absorbancji z wykorzystaniem czytnika ptytek wielodotkowych
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TECAN Infinite M Nano przy dlugosci 730 nm przez 15 minut, dokonujac pomiaru w
nastepujacych punktach czasowych: 0, 5, 10, 15 min. Wynik wyrazano w mg troloxu w

przeliczeniu na ilo$¢ biatka.

3.13. Ocena poziomu $mierci komérkowej (apoptozy) przy uzyciu aneksyny V i jodku

propidyny

Poziom apoptozy komorek analizowano w poszczegolnych klonach linii
nowotworowej MDA-MB-231 nietraktowanych oraz traktowanych chemioterapeutykiem
DOX. W tym celu uzyto komercyjnie dostgpny zestaw do pomiaru apoptozy w komorkach -
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences) wykorzystujac techniki
cytometrii przeptywowe;.

Apoptoza stanowi naturalny, $cisle regulowany proces fizjologicznej $mierci komorki,
ktoremu towarzyszg zréznicowane mechanizmy biochemiczne zalezne od poziomu ATP.
Zmiany morfologiczne wykazywane przez komodrki apoptotyczne obejmujg: utrate asymetrii
blony komoérkowej, pecznienie i kurczenie komorek, fragmentacj¢ jadra komoérkowego i w
koncu kondensacj¢ oraz fragmentacje materiatu genetycznego (ELMORE 2007). Wspomniana
asymetria btony komodrkowej jest charakterystyczna dla komoérek prawidlowych i polega w
skrocie na wystepowaniu czgsteczek fosfatydyloseryny wyltacznie na wewnetrznej
powierzchni btony komorkowej, ktore w konsekwencji procesu apoptozy przedostaja si¢ na
zewnetrzng jej strong¢ juz w pierwszych etapach programowanej $mierci komorki.
Fosfatydyloseryna jest specyficznie wigzana przez aneksyne V w obecnos$ci jondw wapnia,
pozwalajac  jednocze$nie na detekcje komoérek  wczesnoapoptotycznych.  Ponadto,
zastosowanie jodku propidyny (PI) — fluorescencyjnego barwnika interkalujacego do kwasow
nukleinowych umozliwia oznaczenie komorek z uprzepuszczelniong btong komorkowa, a
zarazem identyfikacj¢ komorek pdznoapoptotycznych badz martwych.

W celu okreslenia poziomu apoptozy komorek poszczegélne Klony linii MDA-MB-
231 wysiewano w sposob okreslony w tabeli 6. Do pomiaru oceny apoptozy z prowadzonej
hodowli pobierano 150 000 komorek, a nastgpnie wirowano przy predkosci 200 x g.
Supernatant usuwano, za$ osad komorek zalewano 100 pl buforu do aneksyny V
rozcienczonego uprzednio 10-krotnie w wodzie dejonizowanej. Kolejno, dodawano 4 pl
roztworu aneksyny V sprzgzonej z FITC oraz 4 pl roztworu jodku propidyny, po czym
worteksowano. Tak przygotowane probki inkubowano przez 15 minut w temp. pokojowej W

ciemnosci, a nastepnie dodawano 150 pl buforu do aneksyny V. Pomiaru dokonywano przy
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uzyciu cytometru przeptywowego LSRFortessa (Becton-Dickinson), analizujac sygnat
pochodzacy z niebieskiego lasera o dtugosci fali 488 nm z wykorzystaniem filtrow 530/30
(aneksyna V) oraz 575/26 (jodek propidyny). Wykorzystanie cytometru przeptywowego byto
mozliwe dzigki uprzejmosci i pomocy Agaty Kominek (Pracownia Cytometrii, Instytut

Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

3.14. Wizualizacja struktury sieci mitochondrialnej

Wizualizacje struktury sieci mitochondrialnej dokonano w komorkach klonow linii
nowotworowej MDA-MB-231 nietraktowanych i traktowanych chemioterapeutykiem DOX.
W tym celu komoérki wysiewano na odtluszczone szklane szkietka (umieszczone wczesniej w
dotkach ptytki 24-dotkowej) w gestosci podanej w tabeli 6. Po uptywie 24h komorki
traktowano DOX, za§ w liniach klonéw nietraktowanych zmieniano pozywke na $wiezg. Po
72h od wysiania komoérki inkubowano z 20 nM sondg Mito Red (Sigma-Aldrich) przez 30
minut w ciemnosci w temperaturze 37°C. Kolejno, komorki trzykrotnie przeptukiwano
pozywka hodowlang oraz utrwalano w roztworze 4% paraformaldehydu (PFA) o pH=7,2
przez 15 minut w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Nastepnie, komorki plukano
dwukrotnie w PBS przez 5 minut, po czym inkubowano przez 3 minuty z barwnikiem
fluorescencyjnym Hoechst 33342 (Sigma-Aldrich) (rozcienczenie 1:10 000) w celu
uwidocznienia jader komorkowych i ponownie plukano w PBS. Sporzadzenie preparatéw
mikroskopowych odbywato si¢ poprzez wyjecie Szklanego szkietka z dotka plytki 24-
dotkowej oraz jego zatopienie w kropli roztworu Glycergel Mounting Medium, Aqueous
(Agilent Dako) na szkietku podstawowym. Zdj¢cia przygotowanych preparatow wykonywano
przy pomocy mikroskopu konfokalnego z wirujacym dyskiem Zeiss Spinning Disc
(powickszenie 100x) z losowo wybranych pdl. Analiz¢ morfologii mitochondriow na
podstawie uzyskanych zdje¢ mikroskopowych wykonano w oparciu o program Image J (NIH,
Bethesda, USA) z pomoca dr Bernadety Michalskie;.

3.15. Analiza poréwnawcza spektrometrii mas
Analizie porownawczej spektrometrii mas poddano probki pochodzace z badanych
linii komérkowych: MCF-10A, MDA-MB-231 oraz MCF-7 jak rowniez klonéw linii MDA-

MB-231 oraz MCF-7 uzyskanych w wyniku przeprowadzonych modyfikacji genetycznych.
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Probki przygotowano w formie osadu komoérkowego. Analize badanych prob wykonano w
Thermo Fisher Center For Multiplexed Proteomics (Harvard Medical School) w Bostonie
(USA). Analiza statystyczna jak roéwniez interpretacja otrzymanych wynikow zostata
przeprowadzona przeze mnie samodzielnie z wykorzystaniem dedykowanych programow:
Taverna Workbench 2.5 oraz Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus) we
wspotpracy z pracownig kierowang przez dr hab. Michata Dabrowskiego (Pracownia

Bioinformatyki, Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN).

3.16. Przygotowanie homogenatu z prébek guzow litych mozgu

Probki guzéw litych osrodkowego ukladu nerwowego pacjentow pediatrycznych
przechowywane byly w cieklym azocie. Pozyskane fragmenty guzoéw cicto skalpelem i
umieszczano w 50 ul buforu do homogenizacji zawierajacego koktajl inhibitorow proteaz
oraz fosfataz (sktad w tabeli 15). Nastepnie probki tagodnie homogenizowano 2z
wykorzystaniem schtodzonego wczes$niej homogenizatora tkanek Potter Elvehjem (Life
Science). Otrzymany w ten sposéb homogenat zawieszano w schiodzonym (4°C),
zawierajgcym inhibitory proteaz i fosfataz buforze lizujgcym do homogenizacji (sktad podany
w tabeli 15) w stosunku 1:2 (homogenat : bufor). Homogenaty inkubowano na lodzie przez
30 minut, mieszajac co 5 minut przy uzyciu worteksu, po czym wirowano przez 20 minut w
temp. 4°C z predkoscig 14 000 x g w celu pozbycia si¢ nierozpuszczalnych tkanek i resztek
komorkowych. Po odwirowaniu, supernatant zbierano do nowych probéwek (umieszczajac 5
ul probki w innej probowce przeznaczonej do pomiaru st¢zenia biatka), a nastepnie
dokonywano pomiaru stezenia biatka z wykorzystaniem metody Bradford. Homogenaty
nastepnie denaturowano w redukujacym buforze Laemmli’ego w stosunku 1:3 w 95°C przez
5 min. Tak przygotowane homogenaty przechowywano w temp. -80°C.

Czterdziesci dziewie¢ badanych probek podzielono na mniejsze grupy, ktore byly poddane
rozdziatowi elektroforetycznemu na odrebnych zelach. Kazda z wydzielonych grup probek
zawierala fizycznie t¢ samg wewnetrzng probke kontrolng (probka referencyjna, oznaczona

,,Ref”), co pozwolito nam pdzniej potaczy¢ i porownaé wyniki z poszczegolnych blotow.
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3.17. Analiza statystyczna

Dos$wiadczenia zaplanowane w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykonano w 3 — 5
powtorzeniach  biologicznych. Uzyskane wyniki przedstawiano w postaci S$redniej
arytmetycznej z wszystkich powtdrzen uwzgledniajgc odchylenie standardowe (+SD). W celu
wskazania istotno$ci statystycznej przeprowadzono w pierwszej kolejnosci testy okreslajace
zgodno$¢ z rozkladem normalnym (krzywej Gaussa) wykorzystujac test Shapiro Wilk.
Nastepnie, w zalezno$ci od uzyskanego wyniku, przeprowadzono test wariancji
jednoczynnikowej ANOVA (zgodno$¢ z rozktadem normalnym) oraz testy post-hoc Tukeya
dla poréwnan wielokrotnych badz wykorzystywano test Kruskala — Wallisa (bg¢dacy
nieparametrycznym odpowiednikiem jednoczynnikowej ANOVA) w przypadku braku
zgodnosci z rozktadem normalnym. Powyzsze testy wykorzystano przy okresleniu istotnosci
statystycznej w rozdziatach 4.1 oraz 4.2. Do okreslenia istotnosci statystycznej wynikow
zamieszczonych w rozdziale 4.3 zastosowano test wariancji wieloczynnikowej ANOVA oraz
testy post-hoc Tukeya. Ponadto, w przypadku wynikow zaprezentowanych w rozdziale 4.4
zastosowano test wariancji jednoczynnikowej ANOVA, za§ w przypadku testow porownan
wielokrotnych  wykorzystano test-t z korekta Bonferroniego, jak rowniez test
nieparametryczny rang Wilcoxona. Za istotne statystycznie uznawano wyniki przy poziomie
istotno$ci p<0,05. Wykorzystano nastepujace oznaczenia: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
Istotno$¢ statystyczng obliczano z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 8.0.2

(GraphPad Software, San Diego, CA).

3.18. Roztwory i odczynniki wykorzystane w doswiadczeniach

W tabeli 15 przedstawiono zestawienie roztwordw i buforow jak rowniez

odczynnikow (tabela 16) uzytych w niniejszej pracy doktorskie;j.

Tabela 15 Lista roztworow i buforow stosowanych w do$wiadczeniach

Nazwa Skilad roztworu/ buforu
Bufor do lizy komérek i tkanek 50 mM Tris-HCI (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% triton X-100, 0,1%
(RIPA) dodecylosiarczan sodu (SDS), 1% deoksycholan sodu, mieszanina

inhibitorow proteaz i fosfataz (dodawana w rozcienczeniu 1: 100
bezposrednio przed uzyciem)

Bufor lizujacy 50mM NaCl, 50mM Tris-HCI (pH 7,55), 0,1% Nonident P40,
do immunoprecypitacji mieszanina inhibitordéw proteaz i fosfataz (dodawana w rozcieficzeniu
1:100 bezposrednio przed uzyciem)
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Bufor lizujacy do homogenizacji

50 mM Tris, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS, 1%
deoksycholan sodu, mieszanina inhibitorow proteaz i fosfataz w
rozcienczeniu 1:100

Bufor obcigzajacy 5x stezony

62 mM Tris (pH 6.8), 3% SDS, 20% glicerol, 5% pB-merkaptoetanol,
0,06% bromofenol blue, woda miliQ

Roztwoér do Zelu zageszczajacego

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8), 8 mM EDTA, 4% SDS

Roztwor do zelu rozdzielajacego

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 8 mM EDTA, 4% SDS

Roztwor do rozdzialu
elektroforetycznego

25 mM Tris, 192 mM glicyna, 0,1% SDS

Roztwor do transferu bialka na
membrang nitrocelulozowa

25 mM Tris, 192 mM glicyna, 20% SDS

Bufor do blokowania miejsc
niespecyficznego wiazania bialek
do membrany i zawieszania
przeciwcial pierwszo- i
drugorzedowych

Odyssey Blocking Buffer w rozcienczeniu 1:1 w buforze TBS-T

Roztwér TBS-T

0,01 M Tris-HCI (pH 7,5), 0,1 M NaCl, 0,01% Tween-20

Roztwor 0,5% SRB

1% kwas octowy, 0,5% SRB

Bufor fosforanowo-sodowy

0,2 M NaH2PQOg4, 0,2 M NaHPO4

Roztwor 10x PBS (do
przygotowania 4% PFA)

1,37 M NaCl, 27 mM KCI, 43 mM Na;HPO4 7H20, 14 mM KH2POs,
H2.0

Pozywka Agilent Seahorse
Glycolytic rate assay

DMEM, 10 mM glukoza, 2 mM glutamina, 5 mM Hepes, 1 mM
pirogronian pH 7,4

Bufor do homogenizacji

75 mM sacharoza, 225 mM mannitol, 5 mM Tris HCI, mieszanina
inhibitorow proteaz (1,04 mM AEBSF, 0,8 M aprotyniny, 0,04 mM
bestatyny, 0,14 mM E-64, 0,02 mM leupeptyny, 0,015 mM pepstatyny
A) i fosfataz (1 mM NazVO, oraz 10 mM NaF) uzytych w rozcienczeniu
1:100

Tabela 16 Lista odczynnikow uzytych w pracy

Nazwa odczynnika

Firma

AJG (Protein A/G PLUS-Agarose Immunoprecipitation Reagent

Santa Cruz Biotechnology

ABTS Sigma-Aldrich
Agar (LB-agar) BioShop
Akryloamid/bis-akryloamid (30% Acrylamide/Bis Solution 37.5:1) BioRad
Albumina surowicy bydlecej Sigma-Aldrich
Alkohol etylowy Chem-pur
Alkohol metylowy Chem-pur, POCH Basic
Btekit bromofenolowy BioRad

Buforowany roztwor soli fizjologicznej, PBS i buforowany roztwor soli

fizjologicznej PBS z jonami wapnia i magnezu, PBS (+ Ca*/Mg?*)

IITD, Wroctaw

CCcCP Sigma-Aldrich
CM-H.DCF-DA Invitrogen
Deoksycholan sodu Sigma-Aldrich

DHE Invitrogen
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DMSO Sigma-Aldrich
Dodecylosiarczan sodu Sigma-Aldrich
Doksorubicyna Sigma-Aldrich
EDTA Sigma-Aldrich
FBS Gibco, Life Technologies
FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | BD Biosciences
GenElute HP Endotoxin-Free Plasmid Maxiprep Kit Sigma-Aldrich
Glicerol Sigma-Aldrich
Glicyna BioRad
Glukoza Sigma-Aldrich
Glycergel Mounting Medium, Aqueous Agilent Dako

Guava® Instrument Cleaning Fluid (ICF)

Merck Millipore

H.0> Sigma-Aldrich
Hoechst 33342 Sigma-Aldrich
JC-1 Invitrogen
Kanamycyna Sigma-Aldrich
KCI Sigma-Aldrich
KH2PO4 Sigma-Aldrich
Kwas octowy POCH Basic
L-glutamina Sigma-Aldrich

Marker masy czgsteczkowej

(Prestained Protein Lader)

ThermoFisher Scientific, Life

Technologies

Mieszanina inhibitoréw fosfataz Sigma-Aldrich
(Phosphatase Inhibitor Cocktail EDTA-free-100x)
Mieszanina inhibitoréw proteaz (Protease Sigma-Aldrich
Inhibitor Cocktail EDTA-free-100x)
MitoRed Sigma-Aldrich
MitoSox Red Invitrogen

Muse® System Check Kit

Merck Millipore

MuseTM Count&Viability Reagent

Merck Millipore

Na;HPO, Sigma-Aldrich
NaCl Sigma-Aldrich
Nadsiarczan amonu BioRad
NaH,PO, Sigma-Aldrich
Nonident-P40 Sigma-Aldrich

Odyssey Blocking Buffer

Li-Cor, Bioscience

Oligomycyna

Sigma-Aldrich

OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit

Merck Millipore

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich
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Penicylina/Streptomycyna Sigma-Aldrich
Peroksydaza chrzanowa Sigma-Aldrich
Pozywka hodowlana DMEM Lonza
Pozywka hodowlana Mammary Epithelial Cell Growth Medium PromoCell
Pozywka LB BioShop
Pozywka SOC ABO
Sol tetrazolowa XTT Sigma-Aldrich
Sulforodamina B Sigma-Aldrich
TEMED BioRad
Tris BioRad
Triton X-100 BioRad
Trypsyna Sigma-Aldrich
Tween-20 Sigma-Aldrich
B-merkaptoetanol BioRad

Seahorse XF Calibrant

Agilent Technologies

Seahorse cartridge

Agilent Technologies

Glycolytic Rate Assay Kit

Agilent Technologies

jetPRIME®

Polyplus Transfection ®
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4. WYNIKI

W niniejszej rozprawie doktorskiej uzyskane wyniki beda prezentowane w uktadzie

odpowiadajacym kolejnosci zatozonych celéw badawczych opisanych w rozdziale 2.

4.1. Badania poréwnawcze ludzkich linii raka sutka i odpowiadajacej im linii
komorek kontrolnych w Kkontekscie prooksydacyjnej S$ciezki bialka p66Shc,
mitochondrialnych parametréow bioenergetycznych jak rowniez poziomu RFT oraz

statusu ochrony antyoksydacyjnej

Dostepne dane literaturowe jasno wskazuja, ze biatko adaptorowe p66Shc moze mieé
istotny wptyw nie tylko na odpowiedZ komorki na stres oksydacyjny lecz rowniez bra¢ udziat
w takich procesach jak apoptoza, regulacja proliferacji czy migracja komoérek. Co ciekawe,
wszystkie wspomniane procesy s3 niezwykle istotne z punktu widzenia komorek
nowotworowych. Mianowicie, wzmozona proliferacja, brak wrazliwo$ci na czynniki
wzrostowe czy ,,omijanie” zaprogramowanej $mierci komorki to jedne z licznych zmian,
ktore odr6zniaja komorki nowotworowe od komorek niezmienionych. Wszystko to sprawia,
ze nowotwory sa niezwykle trudne do leczenia. Doktadniejsze poznanie udziatu biatka
p66Shc w metabolizmie komorek nowotworowych wymaga dodatkowych badan, szczeg6lnie
dlatego, ze molekularne mechanizmy zaangazowane W procesy wzrostu nowotworow, ich
przeprogramowaniu metabolicznym oraz przerzutach wydaja si¢ by¢ wcigz nieznane. Biorac
pod uwage wskazane powyzej aspekty, w pierwszym etapie mojej pracy skoncentrowatam sie
na zbadaniu roéznic w metabolizmie komoérek nowotworowych wynikajacych z roéznego
poziomu biatka p66Shc. W tym celu porownatam dwie linie nowotworowe (MDA-MB-231
oraz MCF-7) jak rowniez odpowiadajaca im lini¢ kontrolng (MCF-10A). Szczegotowy opis
wykorzystanych linii komoérkowych znajduje si¢ w tabeli 3 w rozdziale 3. Nalezy podkreslic,
iz dobor wybranych linii raka sutka pokierowany byt gtownie réznicami w poziomie biatka
p66Shc. Po pierwsze chciatam sprawdzi¢ czy i jak dwie niezalezne linie raka sutka z roznym
poziomem biatka p66Shc beda rézni¢ sie w kontek$cie prooksydacyjnej $ciezki p66Shc,
mitochondrialnych parametrow bioenergetycznych jak rowniez stresu oksydacyjnego oraz
statusu ochrony antyoksydacyjnej. Dodatkowo, wybor linii komoérkowych z réznym
poziomem biatka p66Shc byt kluczowy w kontekscie przeprowadzenia modyfikacji
genetycznych linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 majacych na celu podwyzszenie badz
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obnizenie poziomu biatka p66Shc w tych komorkach (bardziej szczegélowy opis
przeprowadzonych modyfikacji znajduje si¢ w rozdziale 3.1 oraz 4.2.1 niniejszej pracy
doktorskiej). Ponadto, chciatabym zwrdci¢ uwage, na zastosowane W niniejszej pracy
doktorskiej (zwtaszcza w rozdziale 4.1) okre$lenie linii nowotworowych, a mianowicie: ,,linia
MDA-MB-231 ze wzglednie wyzszym poziomem biatka p66Shc” oraz ,linia MCF-7 ze
wzglednie nizszym poziomem biatka p66Shc”. Okreslenie ,,wyzszy — nizszy” wynika z
poroéwnania poziomu biatka p66Shc pomigdzy wylacznie liniami nowotworowymi MDA -
MB-231 oraz MCF-7 (linia MDA-MB-231 wykazuje wyzszy w stosunku do linii MCF-7
poziom biatka p66Shc i odwrotnie).

W tej czgsci swojej pracy doktorskiej, postanowitam oceni¢ nie tylko poziom biatka
p66Shc ale rowniez pozostatych izoform z rodziny ShcA (p46Shc i p52Shc) w komorkach
nowotworowych i kontrolnych. Sprawdzitam réwniez czy odmienny poziom biatka p66Shc w
badanych liniach nowotworowych (MDA-MB-231 oraz MCF-7) moze by¢ wynikiem mutacji
w genie SHC1. Ponadto, w celu lepszego poznania funkcji p66Shc w komoérkach
nowotworowych wnikliwie przeanalizowatam i poréwnatam fosforylacje biatka p66Shc w
reszcie Ser36 (unikatowej dla izoformy p66Shc). Zbadatam rowniez prooksydacyjng Sciezke
biatka p66Shc, mierzac poziom zaangazowanych W nig biatek: kinazy biatkowej Cp (biorace;j
udzial w aktywacji prooksydacyjnych wtasciwosci biatka p66Shc), fosforylacje tego biatka w
reszcie Ser660 (Ser660-PKCp), poziom biatka PIN1 (odpowiedzialnego za izomeryzacj¢) jak
rowniez PP2A (odpowiedzialnej za defosforylacje biatka p66Shc). Nastepnie, w badanych
komorkach nowotworowych i komodrkach kontrolnych zmierzytam poziom RFT oraz status
ochrony antyoksydacyjnej — poziom cytozolowej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD1),
mitochondrialnej dysmutazy ponadtlenkowej (SOD2), katalazy oraz reduktazy glutationowej
(GR). Co wigcej, w celu uzyskania szczegotowej charakterystyki porownawczej badanych
linii komérkowych zmierzytam takze potencjal na wewngtrznej btonie mitochondrialnej (mt.

AWY) oraz oznaczytam poziom wybranych podjednostek OXPHOS.

4.1.1. Charakterystyka poziomu poszczegolnych izoform bialek z rodziny ShcA

Biatko p66Shc nalezy do rodziny biatek adaptorowych ShcA, do ktorej zalicza si¢ trzy
izoformy: p66Shc, p52Shc oraz p46Shc, kodowane przez ten sam gen SHCL1. Niemnigj
jednak, biatko p66Shc znaczaco odbiega od pozostatych izoform nie tylko pod wzgledem
budowy funkcjonalnej (co zostalo doktadnie opisane we wstepie rozdziatu 1 niniejszej pracy)

lecz rowniez pelnionych w komorce funkcji. Szereg danych literaturowych wskazuje, iz
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izoformy p52Shc oraz p46Shc sa zaangazowane gléwnie w sygnalizacj¢ zwigzang ze
szlakiem Ras/Erk (ktory jest odpowiedzialny za przekazywanie sygnatéw proliferacyjnych),
w wyniku fosforylacji okreslonych reszt tyrozyny (trzy gtowne reszty tyrozyny obecne w
domenie CH1: Y239/240, Y317). Fosforylacja okreslonych reszt tyrozyny zalezna jest od
typu komorki i/lub rodzaju receptorow. Z kolei biatko p66Shc, petni doktadnie odwrotng
funkcje — czyli negatywnego regulatora proliferacji (gdy jest fosforylowane w okreslonych
resztach tyrozyny). Dodatkowo bierze rowniez udziat w odpowiedzi komorki na stres
oksydacyjny czemu towarzyszy fosforylacja biatka p66Shc w reszcie Ser36. Wspomniane
procesy majg niezwykle istotne znaczenie w kontekscie ,,funkcjonowania” komorek
nowotworowych, dlatego tez w pierwszej kolejnosci sprawdzitam poziom biatek p66Shc,
p52Shc oraz p46Shc w badanych liniach komérkowych. Uzyskane przeze mnie wyniki (ryc.
15A, B) wskazuja, ze poziom wszystkich izoform nalezacych do rodziny biatek ShcA w obu
badanych liniach nowotworowych (MDA-MB-231 oraz MCF-7) jest obnizony W stosunku do
linii kontrolnej (MCF-10A). Najnizszy poziom badanych biatek ShcA odnotowatam w linii
MCF-7 (ryc. 15A). Najwigksze réznice pomiedzy badanymi liniami komorkowymi
zaobserwowatam w poziomie biatka p66Shc (*** p<0,001). Zaréwno linia MDA-MB-231 (ze
wzglednie wyzszym poziomem p66Shc) jak i MCF-7 (ze wzglednie nizszym poziomem
p66Shc) rdznig si¢ istotnie od linii kontrolnej MCF-10A. Moze to $wiadczy¢ o pewnej formie
adaptacji komorek nowotworowych np. majacej na celu obnizenie poziomu biatka p66Shc

(bedacego negatywnym regulatorem proliferacji), zwigkszajac ich potencjat proliferacyjny.

A)
p66Shc p52She p46She
1404 . 1404 r 140
120+ **v 1204 P 120
Z . 100 Z . 100+ * E . 100
£z CE &=
Iz oo Ta 807 G 807
P 60 22 60 zg 60
¥ ke e
£% 40 0 a0 T 404
20 20 20
0 T O T 0 T
MCF-10A MDA-MB-231 MCF-7 MCF-10A MDA-MB-231 MCF-7 MCF-10A MDA-MB-231  MCF-7
B)
p66Shc €<—
p52She €<—
p46She <—

GAPDH

Legenda: 1 - MCF-10A; 2-MDA-MB-231; 3-MCF-7

Ryc. 15 Poziom poszczegélnych izoform bialek z rodziny ShcA. Poziom poszczegélnych biatek
wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy wynik analizy Western
Blot (B) * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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4.1.2. Sekwencjonowanie genu SHC1 kodujacego bialko p66Shc

W celu weryfikacji czy obserwowane rdznice w poziomie biatka p66Shc pomigdzy
badanymi liniami nowotworowymi nie s3 wynikiem wystepowania mutacji w genie
kodujacym biatko p66She, postanowitam sprawdzi¢ sekwencje genu SHC1. Badania zostaty
przeprowadzone w ramach wspoétpracy z Pracownia Genetyki Molekularnej Instytutu
,Pomnik — Centrum Zdrowia Dziecka” i wykonane przez panig dr n. med. Elzbiete Ciarg.
Przeprowadzona analiza wskazuje, ze w badanych cksonach nie ma zmian w sekwencji
nukleotydowej. Wskazuje to na to, ze réznice w poziomie p66Shc pomiedzy liniami MDA -
MB-231 (ze wzglednie wyzszym poziomem p66Shc) oraz MCF-7 (ze wzglgdnie nizszym

poziomem p66Shc) nie sg zwigzane z wystgpowaniem mutacji w genie SHCL.

MDA-MB-231 |

20 775 20 35
€€-6€-E€-EG-6AGGABGETF-GCET

MCF-7 |

220 225 230 235 2 245 250 255 260
CLC.CLLCL.LCO.BAGCGGABCIGCLCINIT-L.QL-CAT.L.AGC.IT.T-LAT.C.CLC.T G666

e e et e e

Ryc. 16 Chromatogram z sekwencjonowania genu SHC1

Ponadto, charakterystyczna wytacznie dla biatka p66Shc reszta Ser36 (odpowiedzialna za
udziat biatka p66Shc w odpowiedzi komorki na stres oksydacyjny) takze nie jest zmutowana
(na ryc. 16 czerwong ramka zaznaczono poprawng sekwencje nukleotydowg). W tabeli

ponizej znajduje si¢ krotka notatka dotyczaca sekwencjonowania poszczegdlnych eksonow
genu SHC1.

Tabela 17 Informacja na temat zsekwencjonowanych eksonéw genu SHC1

Gen SHC1 NM_183001.4
MDA-MB-231 MCF-7
Ekson 1 Sekwencja prawidtowa Sekwencja prawidtowa
rOwniez w reszcie Ser36  roéwniez w reszcie Ser36
Ekson 2 - 12 Sekwencje prawidiowe
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4.1.3. Prooksydacyjna $ciezka bialka p66Shc

Oprécz przedstawionej powyzej analizy poziomu poszczegélnych izoform ShcA,
oznaczytam takze poziom biatek zaangazowanych w prooksydacyjng $ciezkg biatka p66Shc
(PKCB, Ser660- PKCB, PIN1 oraz PP2A). Uzyskane wyniki wskazuja na istotne r6znice w
poziomie analizowanych biatek w badanych liniach raka sutka: MDA-MB-23, MCF-7 oraz
MCF-10A (ryc. 17A). W przypadku kinazy bialkowej CB nie zaobserwowatam roznic
pomiedzy liniami nowotworowymi a badang linig kontrolng (MCF-10A). Roznice wystepuja
natomiast pomi¢dzy obiema liniami nowotworowymi, gdzie najwyzszy poziom PKCp
obserwuje w linii MDA-MB-231 (ze wzglgdnie wyzszym poziomem biatka p66Shc),
natomiast najnizszy w linii MCF-7 (ze wzglednie nizszym poziomem biatka p66Shc).
Podobnie jest w przypadku ufosforylowanej formy kinazy biatkowej CB (fosforylacja PKCp
w reszcie Ser660) odpowiedzialnej za aktywacje wilasciwosci prooksydacyjnych biatka
p66Shc. Tutaj rowniez zauwazytam najwyzszy poziom fosforylacji tego biatka w liniit MDA -
MB-231, za$ najnizszy w linii MCF-7. Dodatkowo linia MDA-MB-231 (ze wzglegdnie
wyzszym poziomem biatka p66Shc) wykazuje najwyzszy (istotny statystycznie) poziom
fosforylacji kinazy biatkowej Cp w poréwnaniu z linig kontrolng — MCF-10A. Doktadnie ta
sama zalezno$¢ dotyczy poziomu biatka PIN1. Najwyzszy poziom tego biatka
zaobserwowalam w komorkach linii MDA-MB-231 (ze wzglgdnie wyzszym poziomem
biatka p66Shc), a najnizszy w komorkach linii MCF-7 (ze wzglednie nizszym poziomem
biatka p66Shc). W przypadku poziomu biatka PP2A nie zaobserwowatam roznic pomigdzy
linlami nowotworowymi a linig kontrolng. Podobnie do analizowanych powyzej bialek
(PKCp oraz PIN1), najwyzszy poziom biatka PP2A zaobserwowatam w linii MDA-MB-231
za$ najnizszy w komorkach MCF-7. Obserwowane zaleznosci w poziomie biatek
zaangazowanych w prooksydacyjng S$ciezke biatka p66Shc w badanych liniach
nowotworowych wydaja si¢ ttumaczy¢ nieco wyzszy poziom ufosforylowanej formy p66Shc
(w reszcie Ser36 odpowiedzialnej za jego wlasciwosci prooksydacyjne) w liniit MDA-MB-
231 (ze wzglednie wyzszym poziomem biatka p66Shc) w porownaniu z linia MCF-7 (ze
wzglednie nizszym poziomem biatka p66Shc). Interesujace wydaje si¢ natomiast to, ze linia
kontrolna MCF-10A wykazuj¢ zdecydowanie najwyzszy poziom fosforylacji biatka p66Shc
w reszcie Ser36. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, iz metoda immunoprecypitacji, majgca na
celu detekcje fosforylacji w reszcie Ser36 zostata powtorzona tylko dwukrotnie. Niemniegj
jednak, stosunek ten w przypadku biatka p66Shc (Ser36) wydaje sie¢ by¢ na zblizonym
poziomie w obu badanych liniach.
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Legenda: 1 - MCF-10A; 2 -MDA-MB-231; 3-MCF-7

Ryc. 17 Poziom bialek bioracych udzial w kaskadzie prooksydacyjnej s$ciezki p66Shc. Poziom
poszczegolnych biatek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy
wynik analizy Western Blot (B) * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

101



4.1.4. Poziom reaktywnych form tlenu oraz wybranych enzymow antyoksydacyjnych w
linii kontrolnej MCF-10A i liniach nowotworowych: MDA-MB-231 i MCF-7

Od wielu lat biatko adaptorowe p66Shc (poprzez obecnos¢ unikatowej dla tego biatka
reszty Ser36) jest intensywnie badane gléwnie w kontekscie jego udziatlu w odpowiedzi
komorki na stres oksydacyjny. W zwiazku z tym, kolejnym celem mojej pracy byta proba
korelacji poziomu biatka p66Shc jak réwniez poziomu jego fosforylacji w reszcie Ser36 z
poziomem reaktywnych form tlenu w komoérkach nowotworowych. Postanowitam sprawdzi¢
czy komorki nowotworowe linii MDA-MB-231 0 wzglednie wyzszym poziomie biatka
p66Shc w poréwnaniu do linii MCF-7 beda rowniez charakteryzowaly si¢ odpowiednio
wyzszym poziomem RFT. Dodatkowo, chciatam okresli¢ jaki bedzie poziom reaktywnych
form tlenu w komorkach linii kontrolnej (MCF-10A), ktore charakteryzuje zdecydowanie
najwyzszy poziom biatka p66Shc w stosunku do obu badanych linii raka sutka: MDA-MB-
231 oraz MCF-7. Oprocz potencjalnych roéznic w poziomie RFT skupitam si¢ takze na
poziomie podstawowych enzymow antyoksydacyjnych. Dlatego tez, na tym etapie pracy
oznaczytam wzgledny poziom RFT (glownie w formie nadtlenku wodoru), poziom
anionorodnika obecnego w macierzy mitochondrialnej oraz poziomu anionorodnika
ponadtlenkowego zlokalizowanego w cytoplazmie.

Analiza wzglednego poziomu RFT (glownie w postaci H2O2) nie wykazata
znaczacych roéznic zarowno pomiedzy wybranymi liniami nowotworowymi: MDA-MB-231
oraz MCF-7 (r6znigcymi si¢ poziomem biatka p66Shc) jak réwniez pomigdzy Zzadng z linii
nowotworowych a linig kontrolng (MCF-10A) (ryc. 18). Co ciekawe, istotne statycznie
roéznice widoczne sg z kolei w poziomie obu anionorodnikéw ponadtlenkowych zarowno
cytozolowego jak i mitochondrialnego. W przypadku anionorodnika ponadtlenkowego
zlokalizowanego w cytoplazmie réznice wystepuja pomigdzy obiema liniami
nowotworowymi: MDA-MB-231 oraz MCF-7 (** p<0,01), przy jednoczesnym braku rdznic
pomiedzy tymi liniami a linig kontrolng (MCF-10A). Linia MDA-MB-231 (ze wzglednie
wyzszym poziomem biatka p66Shc) charakteryzuje si¢ znaczgcg wyzszym poziomem cyt.02™
w poroéwnaniu do linii MCF-7 (ze wzglednie nizszym poziomem biatka p66Shc). Generalnie,
linia MDA-MB-231 wykazuje najwyzszy, za$ linia MCF-7 najnizszy poziom cytozolowego
anionorodnika ponadtlenkowego. Podobng zalezno$¢ obserwuje si¢ takze w przypadku
anionorodnika ponadtlenkowego zlokalizowanego w macierzy mitochondrialnej, ktorego
poziom réwniez znaczaco roézni si¢ pomigedzy obiema liniami raka sutka (MDA-MB-231 oraz

MCF-7) i zdecydowanie nizszy jego poziom wystepuje w linii MCF-7 (* p<0,05). Ponadto, w
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przypadku tego anionorodnika obserwuje si¢ takze istotne obnizenie jego poziomu w linii
MCF-7 (ze wzglgdnie nizszym poziomem biatka p66Shc) w stosunku do linii kontrolnej —
MCF-10A (* p<0,05).
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Ryc. 18 Poziom reaktywnych form tlenu. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

W zwiazku z tym, ze poziom reaktywnych form tlenu zalezy nie tylko od szybkosci
ich powstawania, ale takze w duzej mierze od wydolnosci ochrony antyoksydacyjnej,
postanowilam takze sprawdzi¢ poziom wybranych enzymoéw antyoksydacyjnych
odpowiedzialnych za unieszkodliwianie reaktywnych form tlenu takich jak: nadtlenek wodoru
oraz anionorodnikéw ponadtlenkowych zlokalizowanych odpowiednio w cytoplazmie oraz
macierzy mitochondrialnej. Sa nimi: reduktaza glutationowa (GR), katalaza, dysmutaza
ponadtlenkowa 1 oraz 2 (SOD1, SOD2).

Analizujac poziom reduktazy glutationowej zauwazytam znaczace réznice nie tylko
pomigdzy dwiema liniami nowotworowymi (MDA-MB-231 oraz MCF-7) lecz rowniez
pomiegdzy linig kontrolng MCF-10A a linig nowotworowg MCF-7 (ryc. 19A). Linia MCF-7
wykazuje najwyzszy poziom tego enzymu zaréwno wzgledem linii MDA-MB-231 (**
p<0,01) jak i linii MCF-10A (* p<0,05). Najnizszy poziom reduktazy glutationowej
odnotowatam w linii nowotworowej MDA-MB-231. W przypadku katalazy (odpowiedzialnej
w gltownej mierze za rozktadanie nadtlenku wodoru) to zaobserwowane rdznice dotycza
wylacznie linii kontrolnej MCF-10A oraz nowotworowej MDA-MB-231. Ostatnia ze
wspomnianych linii charakteryzuje si¢ istotnie wyzszym poziomem tego enzymu w stosunku
do linii kontrolnej — MCF-10A (* p<0,05). Wydaje si¢, ze linia MCF-7 (ze wzglednie
nizszym poziomem biatka p66Shc) réwniez ma podwyzszony poziom katalazy w stosunku do
linii kontrolnej MCF-10A, jednak w tym przypadku mozna moéwié¢ jedynie o tendencji
wzrostowej. Nastepnie, zbadalam poziom enzymoéw zaangazowanych w dysmutacje
anionorodniké6w ponadtlenkowych. W przypadku enzymu SOD1 (odpowiedzialnego za

unieszkodliwianie cyt.0>") nie zauwazytam istotnych statystycznie réznic, poniewaz poziom
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tego enzymu utrzymuje si¢ na stosunkowo rownym poziomie we wszystkich badanych liniach
nowotworowych jak i linii kontrolnej. R6znice natomiast sg widoczne w przypadku drugiej z
dysmutaz ponadtlenkowych (odpowiedzialnej za unieszkodliwianie mt.O"), gdzie
zauwazytam znaczgco nizszy poziom SOD2 w obu badanych liniach nowotworowych (MDA-
MB-231 oraz MCF-7) w stosunku do linii kontrolnej MCF-10A. Nie zaobserwowatam
natomiast r6zni¢ w poziomie SOD2 pomigdzy obie liniami nowotworowymi: MDA-MB-231
oraz MCF-7.
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Legenda: 1 - MCF-10A; 2 -MDA-MB-231; 3-MCE-7

Ryc. 19 Poziom wybranych enzymow antyoksydacyjnych. Poziom poszczegdlnych bialek wystandaryzowano
w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy wynik analizy Western Blot (B) * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001
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4.1.5 Poziom wybranych podjednostek lancucha oddechowego oraz potencjalu na
wewnetrznej blonie mitochondrialnej w linii kontrolnej MCF-10A oraz liniach
nowotworowych: MDA-MB-231 i MCF-7

Udziat w szlaku przekazywania sygnatu oraz w odpowiedzi komorki na stres
oksydacyjny to nie jedyne funkcje jakie biatko p66Shc moze petni¢ w komodrce. Z badan
przeprowadzonych przez NEMOTO & FINKIEL (2002) oraz SOLIMAN I WSP. (2014) wynika, ze
w niektorych typach nowotworow biatko adaptorowe p66Shc moze wptywaé na metabolizm
mitochondriow w celu utrzymania prawidtowego poziomu ATP. Zaintrygowana tym faktem,
postanowitam takze okresli¢ rdéznice w badanych liniach komoérkowych dotyczace profilu
wybranych podjednostek tancucha oddechowego oraz jeden z najczeéciej oznaczanych
parametréw bioenergetycznych jakim jest potencjat na wewnetrznej btonie mitochondrialne;.
Zdaje sobie sprawe, ze potencjalne roznice wcale nie muszg by¢ zwigzane bezposrednio z
poziomem biatka p66Shc, a mogg jedynie wynika¢ z ré6znic pomiedzy liniami komérkowymi.
Jednakze, wstepne okreslenie tych parametrow umozliwitlo mi scharakteryzowanie modelu
komorkowego, ktory w kolejnych etapach swoich badan wykorzystalam do zaindukowania
specyficznych zmian w poziomie biatka p66Shc z wykorzystaniem technik biologii
molekularnej (technika edycji genu CRISPR/Cas9 oraz transdukcji komorek wektorami
lentiwirusowymi) w celu ustalenia korelacji pomiedzy poziomem p66Shc a metabolizmem
komoérek nowotworowych.

Analiza poziomu wybranych podjednostek kompleksow taficucha oddechowego
wykazata, ze roznice pomiedzy linia MDA-MB-231 i MCF-7 obserwuje si¢ w przypadku
podjednostek kompleksu | oraz podjednostek syntazy ATP (ryc. 20A, B). Linia MDA-MB-
231 (ze wzglednie wyzszym poziomem biatka p66Shc) charakteryzuje si¢ istotnym
statystycznie obnizonym poziomem podjednostek NDUFB8 (kompleks I) oraz ATP5SA
(syntaza ATP) w stosunku do linii MCF-7 (ze wzglednie nizszym poziomem biatka p66Shc).
Nie zaobserwowatam natomiast roznic pomigdzy obiema liniami raka sutka w poziomie
podjednostek: SDHB (kompleks 11), UQCRC2 (kompleks I11) oraz MTCO1 (kompleks 1V)
profilu OXPHOS. Niemniej jednak, poziom podjednostki MTCO1 (kompleks IV) wydaje si¢
by¢ wyzszy w linii komorkowej MCF-7 w odniesieniu do linit MDA-MB-231, w tym jednak
przypadku duze ,,odchylenia standardowe” wptywaja na brak istotno$ci statystycznej. Na
podstawie uzyskanych wynikow cigezko jest okresli¢ jednolity kierunek zmian w poziomie
wybranych podjednostek OXPHOS pomigdzy linig kontrolng MCF-10A a badanymi liniami

nowotworowymi. Przyktadowo, linia MDA-MB-231 (ze wzglednie wyzszym poziomem
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biatka p66Shc) charakteryzuje si¢ obnizonym poziomem podjednostki NDUFB8 kompleksu I,
UQCRC2 kompleksu Il oraz ATP5A syntazy ATP w odniesieniu do linii kontrolnej MCF-
10A. Z kolei, w linii nowotworowej MCF-7 jedynie poziom podjednostki UQCRC2

kompleksu III jest nizszy od wartosci oznaczonej w linii kontrolnej MCF-10A.
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Legenda: 1 - MCF-10A; 2 - MDA-MB-231; 3 -MCF-7

Ryc. 20 Poziom wybranych podjednostek komplekséw lancucha oddechowego. Poziom poszczegdlnych
biatek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy wynik analizy
Western Blot (B) * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Nastepnie zmierzylam potencjat na wewngtrznej blonie mitochondrialnej, ktorego
pomiar wykazal istotne réznice pomigdzy wszystkimi badanymi liniami. Przeprowadzone
pomiary potencjalu z wykorzystaniem sondy JC-1 pokazaty, ze linia nowotworowa MDA-
MB-231 charakteryzuje si¢ najwyzszym, natomiast linia MCF-7 najnizszym potencjalem na
wewngetrznej btonie mitochondrialnej (ryc. 21). W tym przypadku, linia MCF-7 (ze wzglednie

nizszym poziomem biatka p66Shc) miata najnizszy mt. AWY. Niestety nie mozna mowi¢ o
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bezposredniej zaleznosci pomiedzy potencjatem a poziomem biatka p66Shc, bowiem komorki
kontrolne (wykazujace najwyzszy poziom biatka p66Shc) majg nizszy potencjal w
poréwnaniu z komoérkami nowotworowymi MDA-MB-231 (ktore w stosunku do linii

kontrolnej MCF-10A majg nizszy poziom biatka p66Shc).
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Ryc. 21 Potencjal na wewnetrznej blonie mitochondrialnej; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

4.2.  Analiza wybranych parametrow bioenergetycznych, parametréow zwiazanych ze

stresem oksydacyjnym oraz porownawcza analiza proteomiczna

Wyniki przedstawione w rozdziale 4.1 (m.in. obserwowane roznice W poziomie
poszczegdlnych biatek zaangazowanych w prooksydacyjna $ciezke p66Shc) w badanych
liniach: MDA-MB-231 oraz MCF-7 niekoniecznie muszg by¢ zwigzane z réznym poziomem
biatka p66Shc. Z zwigzku z tym, aby dowiedzie¢ si¢ czy faktycznie zmiana poziomu biatka
p66Shc moze mie¢ istotny wplyw na fizjologie komorki, w kolejnym etapie mojej pracy
doktorskiej postanowitam dokona¢ modyfikacji genetycznych w badanych liniach raka sutka:
MDA-MB-231 oraz MCF-7. W ramach moich badan uzyskatam ,klony” (warianty)
wspomnianych linii r6znigce si¢ poziomem biatka p66Shc. Zostaty one szczegdlowo opisane
w rozdziale 4.2.1.

Przez wiele lat biatko p66Shc byto intensywnie badane w kontekscie jego roli jako
negatywnego regulatora proliferacji (MIGLIACCIO | wspP. 1997, MIGLIACCIO | wsP. 1999). Jako
ze, komorki nowotworowe charakteryzuje intensywne tempo wzrostu, zasadnym wydawato
si¢ zbadanie w pierwszej kolejnosci jak zmiana poziomu biatka p66Shc wptynie na tempo
proliferacji komoérek MDA-MB-231 oraz MCF-7. Nastepnie, postanowitam sprawdzic¢
(analogicznie jak w rozdziale 4.3) jak taka modyfikacja begdzie miala wpltyw na
prooksydacyjna sciezke sygnalizacyjng biatka p66Shc jak réwniez ,,profil oksydacyjny”, na

ktory sktadaja sie: poziom RFT oraz status ochrony antyoksydacyjnej. Jak powszechnie
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wiadomo, nadmierna produkcja RFT i/lub zaburzona ochrona antyoksydacyjna moze
przyczyniac si¢ do powstania stresu oksydacyjnego, co z kolei moze prowadzi¢ do zaburzenia
funkcjonowania komorki. W zwigzku z tym, zdecydowatam si¢ sprawdzi¢ poziom uszkodzen
oksydacyjnych w komoérkach badanych klonéw obu linii raka sutka, wykorzystujac
komercyjnie dostepny zestaw OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (Millipore) do
oceny uszkodzen oksydacyjnych biatek. Dokonatam roéwniez oceny wybranych parametrow
bioenergetycznych takich jak: potencjal na wewngtrznej blonie mitochondrialnej oraz
szybkos$¢ zuzycia tlenu z wykorzystaniem elektrody tlenowej Oxygraph-2k-OROBOROS.
Technika Western Blot oznaczylam takze poziom wybranych podjednostek *tancucha
oddechowego. Dodatkowo, aby pozna¢ globalne zmiany w proteomie komorki w wyniku
zmiany poziomu biatka p66Shc zlecona zostata poréwnawcza analiza proteomiczna badanych
klonéw w Thermo Fisher Center For Multiplexed Proteomics (Harvard Medical School) w
Bostonie (USA). W ramach pracy doktorskiej samodzielnie dokonatam analizy i interpretacji
wynikow uzyskanych z przeprowadzonej analizy proteomicznej. W swojej analizie skupitam
si¢ gtdéwnie na poszczegolnych podjednostkach mitochondrialnego tancucha oddechowego

oraz poziomie enzymow antyoksydacyjnych.

4.2.1. Modyfikacje genetyczne linii raka sutka: MDA-MB-231 oraz MCF-7

Jak juz wcze$niej wspomniatam, dobor badanych linii nowotworowych (MDA-MB-
231 oraz MCF-7) byt pokierowany kilkoma czynnikami. W swej pracy wykorzystatam dwie
linie ludzkiego raka sutka: MDA-MB-231 (ze wzgl¢dnie wyzszym poziomem biatka p66Shc)
oraz MCF-7 (ze wzglgdnie nizszym poziomem biatka p66Shc), w ktorych dokonatam
modyfikacji genetycznych polegajacych na zmianie poziomu biatka p66Shc. Wykonane
modyfikacje dotyczg podwyzszenia jego poziomu (technika transdukcji komoérek wektorami
lentiwirusowymi) jak réwniez obnizenia, czyli uzyskania wyciszenia genu kodujacego biatko
p66Shc (technikg CRISPR-Cas9). Nalezy zaznaczy¢, iz w liniit MDA-MB-231 (ze wzglednie
wyzszym poziomem biatka p66Shc) spodziewatam si¢ uzyskaé silniejszy efekt wyciszenia
ekspresji genu kodujacego biatko p66Shc, zas w linii MCF-7 (ze wzglednie nizszym
poziomem biatka p66Shc) liczytam na silniejszy efekt podwyzszenia poziomu p66Shc. W
wyniku przeprowadzonych modyfikacji genetycznych uzyskatam ,,klony” (warianty) linii
MDA-MB-231 oraz MCF-7 ze zmienionym poziomem bialtka p66Shc. Dla kazdej z badanych
linii nowotworowych uzyskatam cztery niezalezne klony (cztery klony liniit MDA-MB-231
oraz cztery klony linii MCF-7), réznigce si¢ miedzy soba poziomem biatka p66Shc.
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Oznaczono je nastgpujaco: klon ,,K” stanowigcy kontrolg — transfekowany pustym wektorem
(niezmieniajagcym poziomu biatka p66Shc), klon ,,1 p66Shc” z podwyzszonym poziomem
biatka p66Shc, klon ,,1 mut-Ser36-p66Shc” z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc
zmutowanym w reszcie Ser36 oraz klon ,,p66Shc KO”, wykazujacy ,,obnizenie” — wyciszenie
ekspresji genu kodujacego biatko p66Shc (szczegdtowa charakterystyka kazdego z klonow
znajduje si¢ w tabeli 4).

W wyniku zastosowania techniki transfekcji lentiwirusami mozliwe byto uzyskanie
klonoéw z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (0znaczone jako 1 p66Shc oraz 1 mut-
Ser36-p66Shc) zarowno w linii MDA-MB-231 jak i MCF-7. Uzyskane klony
zweryfikowatam technika Western Blot, wykorzystujac specyficzne przeciwciato
wykrywajace biatka ShcA (wyniki przedstawiono na ryc. 22A). Ponadto, z wykorzystaniem
techniki edytowania genomu CRISPR-Cas9 (doktadnie opisanej w rozdziale 3.3.2.), ktorej
procedura zakonczona zostata sortowaniem z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
uzyskatam linie komorkowe — klony linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 z wyciszong ekspresja
genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO). Otrzymane klony takze weryfikowatam przy
uzyciu techniki Western Blot (co bardziej szczegotowo zostalo opisane w rozdziale 3.3.2).
Wsrod wielu analizowanych po sortowaniu klonow tylko nieliczne klony charakteryzowaty
si¢ calkowitym brakiem biatka p66Shc (ryc. 22B). Sposrod otrzymanych klonow linii MDA-
MB-231 oraz MCF-7 do dalszych badan wybratam po jednym dla kazdej z linii ludzkiego
raka sutka. Klony z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc wybrane do

dalszych analiz oznaczono literka ,,X”.
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Ryc. 22 Weryfikacja poziomu biatka p66Shc w klonach linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 uzyskanych w
wyniku transfekcji lentiwirusami (A) oraz edytowania genomu metoda CRISPR/Cas9 (B) za pomoca
techniki Western Blot

4.2.2. Tempo proliferacji badanych klonéw linii MDA-MB-231 oraz MCF-7

Prawidlowy wzrost komoérek wymaga rownowagi miedzy aktywno$cig gendéw, ktore
promuja proliferacje komorek, a tymi, ktore ja hamuja. Co wiecej, prawidlowy przebieg
proliferacji wymaga takze aktywnos$ci tych gendw, ktore sygnalizuja, kiedy uszkodzone
(wadliwe) komorki powinny przej$¢ proces apoptozy. Komorki przyjmuja ,,status” komoérek
nowotworowych w wyniku nagromadzenia si¢ mutacji wtasnie w genach odpowiedzialnych
za kontrole procesu proliferacji. W zwigzku z tym, jednym z wyzwan wspotczesnej nauki jest
poszukiwanie oraz identyfikowanie tych mutacji, ktore odpowiadaja za powstawanie
poszczegolnych rodzajow nowotworéw. Nalezy podkresli¢, iz rézne rodzaje nowotworoOw
wykazujg rézne ,,sygnatury mutacyjne”. Niemniej jednak dostepne dane literaturowe
wskazuja, ze niektore z tych genéw mogg w komorkach nowotworowych mutowaé czesciej
niz pozostate. Przyktadem takiego genu jest gen kodujacy biatko Ras, a ktory jednoczesnie
moze wykazywac zalezno$¢ z badanym przeze mnie biatkiem p66Shc. Mianowicie, badania
przeprowadzone przez OKADA 1 WsP. (1997) jak rowniez MIGLIACCIO | WsP. 1997 wskazuja,
ze biatko p66Shc po stymulacji czynnikami wzrostu jest fosforylowane w resztach tyrozyny
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dzigki czemu wigze si¢ z kompleksem Grb2 (szczegotowy opis roli i funkcjonowania biatka
p66Shc umieszczono w rozdziale 1.6) i nie jest w stanie aktywowac szlakow Ras-MAPK-Fos.
W wyniku tego, szlak sygnatlowy Ras jest rowniez hamowany, kiedy ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc ulega podwyzszeniu po stymulacji przez czynniki wzrostu badz
cytokiny (OKADA 1 wsp. 1997).

Biorac pod uwagg powyzsze dane, postanowitam sprawdzi¢ jak zmiana poziomu
biatka p66Shc moze wptyna¢ na proces proliferacji badanych klonéw linii raka sutka MDA-
MB-231 oraz MCF-7. Z uzyskanej krzywej proliferacji (ryc. 23A, B) wynika, ze w przypadku
liniit MDA-MB-231 podwyzszenie poziomu biatka p66Shc (1 p66Shc) nie wptywa na tempo
proliferacji komorek. Z kolei klony, wykazujace podwyzszony poziom zmutowanej formy
biatka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc) jak rowniez ten z wyciszona ekspresja genu kodujacego
biatko p66Shc (p66Shc KO) cechuje nizsze, podobne tempo proliferacji komoérek. Nieco
inaczej jest w przypadku klonéow linii MCF-7, gdzie mozna zaobserwowac
niezmienione/zblizone tempo proliferacji w trzech badanych klonach: kontrolnym (K), z
podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) jak rowniez w komorkach klonu z
podwyzszonym poziomem zmutowanej formy biatka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc).
Obnizone tempo wzrostu komorek linii MCF-7 zaobserwowatam tylko w przypadku komorek
z wyciszong ekspresja genu kodujgcego biatko p66Shc (p66Shc KO). Cechg wspdlng jest
fakt, ze zarbwno w przypadku linii MDA-MB-231 jak i MCF-7, komorki klonu p66Shc KO

cechuja si¢ najnizszym tempem proliferacji.
Krzywa przezywalnosci

A) MDA-MB-231 B) MCF-7
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- f p66She
—&— f mut-Ser36-p66She

1200000 100000+

80000

900000
60000} -+ p66She KO

600000 -]

300000

Przezywalnosé (liczba komorek)
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Ryc. 23 Krzywa przezywalnos$ci poszczegélnych klonéw badanych linii raka sutka: MDA-MB-231 (A)
oraz MCF-7 (B)
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4.2.3. Analiza prooksydacyjnej $ciezki bialka p66Shc w poszczegolnych klonach linii
MDA-MB-231 oraz MCF-7

Kolejnym etapem mojej pracy doktorskiej bylo zbadanie jak zmiana poziomu biatka
p66Shc moze wplyna¢ na poziom poszczegdlnych biatek biorgcych udziat w prooksydacyjnej
Sciezce biatka p66Shc, a mianowicie: kinazy biatkowej CB, jej formy ufosforylowanej w
reszcie Ser660, biatka PIN1 odpowiedzialnego za izomeryzacj¢ biatka p66Shc oraz biatka
PP2A odpowiedzialnego za jego defosforylacje. W celu zachowania przejrzystosci
prezentowanych danych, w pierwszej kolejnosci dokonatam interpretacji  wynikow
uzyskanych dla klonéw linii raka sutka MDA-MB-231, a nastepnie MCF-7.

W wyniku przeprowadzonych modyfikacji genetycznych wykorzystujacych
odpowiednie techniki biologii molekularnej: technika edycji genomu CRISPR-Cas9 oraz
transfekcji lentiwirusami uzyskatam komorki klonoéw z istotnie zmienionym poziomem biatka
p66Shc (znaczgco podwyzszonym badz wyciszonym poziomem ekspresji genu kodujgcego
biatko p66Shc), co przedstawiono na rycinach 22A oraz 22B. Z uzyskanej analizy
prooksydacyjnej $ciezki p66Shc wynika, iz w klonach liniit MDA-MB-231 zmiana poziomu
samego biatka p66Shc nie wplyngta w istotny sposob na poziom poszczegolnych biatek
biorgcych udzial w prooksydacyjnej Sciezce p66Shc (ryc. 24A, B). Z przeprowadzonej
analizy mozna jedynie wnioskowaé¢ o ,tendencjach” wzrostowych badz spadkowych i
przedstawia si¢ to w nastepujacy sposob:

o kinaza PKCp — najnizszy jej poziom zauwazytam w komorkach kontrolnych,
za$ najwyzszy W komorkach z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy
p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc);

o Ser660-PKCp — najnizszy poziom ufosforylowanej formy kinazy biatkowej C
zaobserwowatam w klonach: 1 mut-Ser36-p66Shc oraz p66Shc KO. Komorki pozostatych
klonoéw posiadajg zblizony poziom fosforylacji w reszcie Ser660;

o Ser660-PKCB/PKCB — w przypadku stosunku formy ufosforylowanej do
calkowitej PKCP zaobserwowalam poglebienie zaleznosci widocznej w poziomie Ser660-
PKCB;

o PIN1 — w poziomie enzymu izomeryzujacego biatko p66Shc zanotowalam
widoczng tendencje spadkowa w przypadku klonow 1 mut-Ser36-p66Shc oraz p66Shc KO;

o PP2A — biatko wykazuje bardzo zblizony poziom w komoérkach wszystkich
badanych klonow linii MDA-MB-231,
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o Ser36-p66Shc — poziom ufosforylowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66Shc
jest najwyzszy w klonie z podwyzszonym poziomem p66Shc (1 p66Shc), a roéznice pomiedzy
tym klonem (1 p66Shc) a pozostalymi wykazuja najwyzszy stopien istotnosci statycznej (***
p<0,001);

o Ser36-p66Shc/p66Shc — odpowiednio stosunek formy ufosforylowanej (Ser36-
p66Shc) do catkowitej biatka p66Shc jest najwyzszy rowniez w klonie z podwyzszonym
poziomem p66Shc (1 p66Shc). Istotne statystycznie roznice wystepuja miedzy kontrolg (K) a
kazdym z badanych klondw. Ponadto, mozna wskaza¢ na znaczace réznice mig¢dzy klonem 1
p66Shc a klonem z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy p66Shc (1
mut-Ser36-p66Shc) oraz klonem z wyciszong ekspresjg genu kodujacego p66Shc (p66She
KO).
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B)

p66She Ser36-p66She

przeciwcial

GAPDH

Legenda: 1-K; 2-1p66She; 3 -1 mut-Ser36-p66She, 4 —p66Shc KO, M — Marker

Ryc. 24 Poziom bialek zaangazowanych w prooksydacyjna $ciezke p66Shc w klonach liniit MDA-MB-231.
Poziom poszczegdlnych bialek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A);
przyktadowy wynik analizy Western Blot (B) * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Podobnie jak w przypadku linii MDA-MB-231 réwniez w komodrkach klonow linii
MCF-7 przeprowadzone modyfikacje genetyczne wywotaty istotne statystycznie zmiany w
poziomie biatka p66Shc (ryc. 25A). Analiza prooksydacyjnej sciezki p66She w klonach linii
MCF-7 wykazata pewne rdznice w poziomie niektorych z analizowanych biatek bioragcych w
niej udziat (ryc. 25A, B):

o Kinaza PKCP — w przypadku kinazy biatkowej Cp nie zauwazytam znaczacych
roznic pomiedzy poszczegdlnymi klonami liniit MCF-7;

o Ser660-PKCB — w poziomie fosforylacji kinazy PKCB w reszcie Ser660
zaobserwowatam réznice pomigdzy klonem z podwyzszonym poziomem zmutowane] w
reszcie Ser36 formy p66Shc (T mut-Ser36-p66Shc) a klonem z wyciszong ekspresjg genu
kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO). Komoérki klonu p66Shc KO charakteryzuja si¢
najwyzszym poziomem Ser660-PKCB. Odwrotnie jest w przypadku komorek klonu 1 mut-
Ser-p66Shc, ktore cechuje najnizszy poziom fosforylacji kinazy biatkowej Cp;

o Ser660-PKCB/PKCP — stosunek formy ufosforylowanej do formy catkowitej
PKCp prezentuje podobng zalezno$¢ jak w przypadku poziomu Ser660-PKCp. Niemniej
jednak, mozna méwi¢ tutaj jedynie o tendencjach z uwagi na dos¢ wysokie odchylenia

standardowe;
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J PIN1 — obnizony poziom tego enzymu widoczny jest przede wszystkim w
komorkach klonu p66She KO, przy jednoczesnie zblizonym jego poziomie w pozostatych
klonach linii MCF-7;

J PP2A — najwigksze réznice zauwazytam natomiast W poziomie biatka PP2A,
ktoéry odpowiada za defosforylacje p66Shc. Dotycza one klonu z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc, ktéry cechuje sie najnizszym poziomem PP2A w stosunku do
klonoéw z podwyzszonym poziomem p66Shc : T p66Shc oraz T mut-Ser-p66Shc;

o Ser36-p66Shc — z uwagi na fakt, iz linia raka sutka MCF-7 juz pierwotnie
wykazuje ,,wzglednie niski” poziom biatka p66Shc, o0znaczenie poziomu p66Shc
ufosforylowanego w reszcie Ser36 byto mozliwa jedynie w klonie T p66Shc. W pozostatych
klonach okreslenie stopnia fosforylacji nie byto mozliwe, nawet po zastosowaniu techniki
immunoprecypitacji. W zwigzku z powyzszym, na ryc. 25A brak jest wykresu prezentujacego
poziom Ser36-p66Shc oraz odpowiednio stosunku formy ufosforylowanej do catkowitego
poziomu p66Shc. Niemniej jednak, na ryc. 25B zalaczono przyktadowy wynik analizy
Western Blot, potwierdzajacy ten fakt.
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Legenda: 1-K; 2-1p66She; 3 -1 mut-Ser36-p66She, 4 —p66She KO, M —Marker

Ryc. 25 Poziom bialek zaangazowanych w prooksydacyjna sciezke p66Shc w klonach linii MCF-7. Poziom
poszczegdlnych bialek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy
wynik analizy Western Blot (B) * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

4.2.4. Poziom reaktywnych form tlenu oraz status ochrony antyoksydacyjnej

Jak juz wielokrotnie sygnalizowatam w niniejszej pracy, biatko adaptorowe p66Shc
oprocz funkcji negatywnego regulatora proliferacji moze by¢ roOwniez zaangazowane w
odpowiedz komorki na stres oksydacyjny. Ma to niezwykle istotne znaczenie z punktu
widzenia komorek nowotworowych, w ktorych homeostaza reaktywnych form tlenu wydaje
si¢ by¢ zmieniona, prowadzac w konsekwencji do ich wzrostu. Zwigkszony poziom RFT w
komorkach nowotworowych moze skutkowa¢ powstawaniem nowych mutacji (prowadzac do
poglebienia niestabilno$ci genetycznej), aktywacja kolejnych onkogendéw jak réwniez
wzmozonym tempem proliferacji komoérek nowotworowych oraz zmieniong wrazliwos$cig
komorek na leki przeciwnowotworowe. Usuwanie nadmiaru szkodliwych dla komorki RFT
umozliwia jej prawidlowe funkcjonowanie. W zwiazku z tym, komorki wyksztalcity szereg
mechanizmoéw obronnych, ktére majag za zadanie ochron¢ przed strukturalnym 1
funkcjonalnym zniszczeniem spowodowanym zbyt duzg ilosciag RFT. Jednym z takich
mechanizmow jest enzymatyczny system ochrony antyoksydacyjnej, ktory w komorkach
nowotworowych jest czesto bardzo zmieniony w zaleznosci od typu nowotworu czy tez
stadium jego rozwoju. W zwigzku z tym, zdecydowatam si¢ na zbadanie poziomu RFT jak

rébwniez poziomu wybranych enzymow antyoksydacyjnych w uzyskanych przeze mnie
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klonach linii nowotworowych: MDA-MB-231 oraz MCF-7 charakteryzujacych si¢
odmiennym poziomem biatka p66Shc.

Z przeprowadzonej analizy wzglednego poziomu RFT (glownie w postaci H202) w
poszczegdlnych klonach liniit MDA-MB-231 wynika, ze najwyzszy poziom H>O; wykazuja
komorki z wyciszong ekspresjag genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) (ryc. 26).
Pozostate klony linii MDA-MB-231, cechuje natomiast zblizony poziom H>O2. Oprocz
wzglednego poziomu RFT wyrazonego gtownie w poziomie H20., sprawdzitam réwniez
poziom anionorodnikow ponadtlenkowych: cytozolowego oraz mitochondrialnego. Co
ciekawe, w przeciwienstwie do poziomu H20., klon p66Shc KO charakteryzuje si¢
najnizszym poziomem Cyt.02". Z kolei, poziom mt.O," utrzymuje si¢ na zblizonym poziomie
we wszystkich badanych klonach linii MDA-MB-231 i nie wykazuje istotnych roznic (ryc.
26).

MDA-MB-231
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Ryc. 26 Poziom reaktywnych form tlenu w klonach linii raka sutka MDA-MB-231
* p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Analiza wzglednego poziomu RFT (gtéwnie w postaci H202) w klonach linii MCF-7
nie wykazata istotnych roznic pomiedzy badanymi klonami (ryc. 27). Rowniez poziom
cyt.02" wydaje si¢ by¢ niezmieniony, niemniej jednak zauwazy¢ mozna niewielkie obnizenie
w przypadku klonu z wyciszong ekspresja genu kodujgcego biatko p66Shc w stosunku do
pozostatych klonow. Z Kolei, poziom mt.O2" wydaje si¢ by¢ obnizony w komoérkach z

podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (* p<0,05).
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MCF-7
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Ryc. 27 Poziom reaktywnych form tlenu w klonach linii raka sutka MCF-7; * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001

W kolejnym etapie, zbadatam czy poziom biatka p66Shc ma wplyw na enzymatyczny
system ochrony antyoksydacyjnej stanowiacy niejako ,,druga lini¢” obrony przed toksycznym
dziataniem reaktywnych form tlenu. Z przeprowadzonej analizy wynika, iz w komorkach linii
MDA-MB-231 brak jest istotnych statycznie réznic w poziomie wybranych enzymow
antyoksydacyjnych: reduktazy glutationowej, katalazy jak rowniez obu dysmutaz
ponadtlenkowych (cytozolowej i mitochondrialnej). Poziom reduktazy glutationowej wydaje
si¢ by¢ nieznacznie wyzszy w klonach z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc: 1 p66Shc
oraz T mut-Ser36-p66Shc w stosunku do linii kontrolnej (ryc. 28). Poziom katalazy wydaje
si¢ by¢ natomiast nieznacznie obnizony w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujacego
biatko p66She (p66Shc KO) gdzie jednoczesnie poziom SOD1 wydaje si¢ by¢ nieznacznie
podwyzszony. Nalezy jednak pamietac, ze obserwowane zmiany nie sg istotne statystycznie.
Poziom dysmutazy ponadtlenkowej zlokalizowanej w macierzy mitochondrialnej jest taki sam
we wszystkich badanych klonach linii MDA-MB-231.
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Ryc. 28 Poziom wybranych enzyméw antyoksydacyjnych w komorkach klonow linii MDA-MB-231
réznigcych si¢ poziomem bialtka p66Shc; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Analiza poziomu enzymow antyoksydacyjnych w klonach linii MCF-7 wykazatla
roéznice w przypadku dwoch badanych enzymow: reduktazy glutationowej oraz katalazy. Klon
z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) charakteryzuje si¢
obnizonym poziomem reduktazy glutationowej w stosunku do wszystkich pozostatych
klonow linii MCF-7 (ryc. 29). Odmienng sytuacje obserwuje si¢ w przypadku katalazy, ktorej
poziom jest z kolei najwyzszy w klonie p66Shc KO (ryc. 29). Poziom dysmutaz
ponadtlenkowych wydaje si¢ by¢ niezmieniony. Jednakze mozna stwierdzi¢, ze w klonie
p66Shc KO poziom SOD1 jest najnizszy ze wszystkich badanych klonéw MCF-7. Z Kkolei
poziom SOD2 w klonie p66Shc KO jest najwyzszy w stosunku do pozostatych klonow linii
MCF-7. Nalezy jednak zwroci¢ uwage, ze zardwno w przypadku SODI1 jak i SOD2

obserwuje si¢ jedynie ,,tendencje” bez istotnos$ci statystyczne;.
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Ryc. 29 Poziom wybranych enzyméw antyoksydacyjnych w komoérkach klonéw linii MCF-7 rézniacych
si¢ poziomem biatka p66Shc; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Wykorzystanie techniki spektrometrii mas umozliwito okreslenie poziomu
zdecydowanie wigkszej ilosci enzymow antyoksydacyjnych w badanych klonach linii
nowotworowych: MDA-MB-231 oraz MCF-7. Przeprowadzona analiza proteomiczna nie
wykazata znaczacych roznic w ogoélnym poziomie wielu enzymoé6w antyoksydacyjnych w
przypadku klonéw linii MDA-MB-231 (ryc. 30A). Niemniej jednak, analiza wykazata
zdecydowanie obnizony poziom enzymu SODI1 w klonie z podwyzszonym poziomem
zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66Shc (7 mut-Ser36-p66Shc), co nie bylo
widoczne kiedy poziom SODI zostatl oznaczony z wykorzystaniem techniki Western Blot. Z
nieco odmienng sytuacja mamy do czynienia w przypadku klonow linii MCF-7. Analiza
proteomiczna potwierdzita wynik uzyskany technika Western Blot dla poziomu katalazy w
klonie p66Shc KO, gdzie zaobserwowano znaczne podwyzszenie poziomu tego bialka.
Dodatkowo, klon ten charakteryzuje si¢ najwigksza iloScia obserwowanych zmian w
poziomie wielu enzymow antyoksydacyjnych (ryc. 30B) — obnizenie poziomu nastepujacych
enzymow: TXNIP (biatko wigzace tioredoksyne-2), GSS (syntaza glutationowa), TXNDC11
(biatko zawierajagce domene tioredoksyny 11), TXNDC9 (bialko zawierajace domeng
tioredoksyny 9) czy GSR (reduktaza glutationowa) (niebieskie kwadraty) jak roéwniez
podwyzszenia poziomu enzymoéw takich jak: TXNL4B (biatko tioredoksynopodobne 4B),
TXNDCI15 (biatko zawierajace domene tioredoksyny 15), TXNDC16 (biatko zawierajace
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domeng¢ tioredoksyny 16), TXNL1 (biatko tioredoksynopodobne 1), SOD2, SOD1, PRDX4
W klonie p66Shc KO MCF-7

zaobserwowatam rowniez znaczacy wzrost reduktazy tioredoksyny 1 (TXNRD1). Z kolei w

(peroksyredoksyna 4) (czerwone kwadraty). linii

klonie z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) linii MCF-7 zaobserwowatam

widoczne podwyzszenie dwoch z badanych enzyméw antyoksydacyjnych (TXNIP oraz
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Ryc. 30 Poziom enzyméw antyoksydacyjnych okreslony w klonach linii MDA-MB-231 (A) oraz MCF-7
(B) z wykorzystaniem analizy porownawczej spektrometrii mas.

4.2.5. Analiza poziomu uszkodzen oksydacyjnych w badanych klonach linii MDA-MB-
231 oraz MCF-7

Powstawanie RFT towarzyszy wielu procesom biologicznym. O ile uwalniane w
ilosciach fizjologicznych odgrywaja w gldwnej] mierze funkcje mediatorow czy
przekaznikow, zapewniajac komorce jej prawidtowe funkcjonowanie, 0 tyle ich nadmiarowa
produkcja moze prowadzi¢ do powaznych konsekwencji dla komorki. Niemniej jednak,
,kierunek” dziatania RFT w komorce zalezy od ich stgzenia oraz czasu dzialania.

Dhugotrwaty stres oksydacyjny moze prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian skutkujacych
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uszkodzeniami komorki. Przyktadem moga by¢ uszkodzenia oksydacyjne biatek, ktore
dotycza W duzej mierze gldwnych tancuchow polipeptydowych jak rowniez tancuchow
bocznych reszt aminokwasowych. Biorgc pod uwage podwyzszony poziom RFT (gtéwnie w
linii MDA-MB-231) postanowitam sprawdzi¢ poziom uszkodzen oksydacyjnych bialek w
badanych klonach zaré6wno linii MDA-MB-231 jak i MCF-7. Z przeprowadzonej analizy
wynika, ze w poszczegdlnych klonach liniit MDA-MB-231 réznigcych si¢ poziomem biatka
p66Shc nie wida¢ istotnych zmian w poziomie karbonylacji biatek (ryc. 31A), nawet w klonie
p66Shc KO, gdzie zaobserwowalam rdéznice w poziomie nadtlenku wodoru oraz
cytozolowego anionorodnika ponadtlenkowego. Mozna jedynie doszukiwaé si¢ nieznacznego
obnizenia poziomu karbonylacji biatek we wszystkich badanych klonach w poréwnaniu do
klonu kontrolnego linii MDA-MB-231. W przypadku linii MCF-7 réwniez nie
zaobserwowatam znaczacych réznic w poziomie oksydacyjnych uszkodzen biatek. Niemniej
jednak, klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc charakteryzuje sig
najnizszym poziomem uszkodzen oksydacyjnych biatek w poréwnaniu do innych klonow tej
linii komérkowej (ryc. 31B).
MDA-MB-231
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Ryc. 31 Poziom uszkodzen oksydacyjnych bialek w badanych klonach linii MDA-MB-231 (A) oraz MCF-7
(B). Poziom biatka wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH; * p<0,05, ** p<0,01,
*** p<0,001
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4.2.6. Analiza podstawowych parametréw bioenergetycznych w badanych liniach
nowotworowych: MDA-MB-231 oraz MCF-7

Dostepna literatura wskazuje na potencjalng role biatka p66Shc jako waznego
regulatora metabolizmu mitochondrialnego (NEMOTO & FINKIEL 2002; GIORGIO | WsP. 2005;
SOLIMAN I wsp. 2014). W poczatkowym etapie badan nad biatkiem adaptorowym p66Shc,
wskazywano, ze stanowi ono swoisty ,.enzym redoks” — dziatajacy jako oksydoreduktaza.
Wykorzystujac  redukujace ,,odpowiedniki” mitochondrialnego tancucha transportu
elektronéw poprzez utlenianie cytochromu c, biatko p66Shc przyczynia si¢ do produkcji RFT
(GIORGIO | wsP. 2005; NEMOTO & FINKIEL 2002). Niemniej jednak, praca SOLIMAN | WSP.
(2014) dostarcza nowych danych wskazujacych na udziat biatka p66Shc w przemianach
metabolicznych komodrek nowotworowych. Autorzy wskazuja, iz biatko p66Shc wywiera
hamujacy wplyw na metabolizm komodrek nowotworowych poprzez ,,thumienie” sygnalizacji
czynnika wzrostu. Metaboliczne przesunigcie W Kierunku stanu bardziej glikolitycznego,
ktore bardzo czesto wystepuje w komorkach o wysokim tempie proliferacji (np.
nowotworowych) — zmniejsza produkcje mitochondrialnych RFT i zapewnia metaboliczne
produkty posrednie podtrzymujace szlaki biosyntezy (SOLIMAN I WspP. 2014). Ogolnie rzecz
biorac, biatko p66Shc ma hamujacy wplyw na metabolizm anaboliczny i powoduje
przeprogramowanie metabolizmu komoérkowego w kierunku katabolizmu glukozy i
oddychania oksydacyjnego w komoérkach nowotworowych. W zwigzku z tym, postanowitam
sprawdzi¢ jak zmiana poziomu biatka p66She (podwyzszenie jego poziomu oraz wyciszenie)
w badanych liniach nowotworowych (MDA-MB-231 oraz MCF-7) moze wplynaé¢ na
bioenergetyke mitochondriow. W tym celu, na poczatku zmierzytam potencjal na
wewnetrznej blonie mitochondrialnej oraz dokonatam analizy szybkosci oddychania
mitochondrialnego z wykorzystaniem elektrody tlenowej Oxygraph-2k-OROBOROS w

klonach obu badanych linii nowotworowych.

e Potencjal na wewnetrznej blonie mitochondrialnej

Parametrem bioenergetycznym jaki postanowilam zmierzy¢ byl potencjat na
wewnetrznej btonie mitochondrialnej. W przypadku klonéw obu badanych linii: MDA-MB-
231 oraz MCF-7 zaobserwowalam istotne statystycznie rdoznice, ktére w gtownej mierze
dotycza klonu z wyciszong ekspresjg genu kodujgcego biatko p66She (p66Shc KO). W klonie
p66Shc KO linii MDA-MB-231 zaobserwowatam najnizszy potencjal na wewnetrznej blonie
mitochondrialnej w stosunku do wszystkich pozostatych klonoéw linii MDA-MB-231 (klonu
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kontrolnego, 1 p66Shc oraz 1 mut-Ser36-p66Shc) (ryc. 32A). Przeciwstawny wynik
otrzymatam w przypadku linii MCF-7. Tu klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego
biatko p66Shc charakteryzuje si¢ najwyzszym potencjatem w poréwnaniu do pozostatych
klonow (ryc. 32B). Klony: 1 p66Shc oraz 1 mut-Ser36-p66Shc majg mt. A¥ zblizony do linii
kontrolnej zarowno w komorkach linii MDA-MB-231 jak MCF-7.
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Ryc. 32 Potencjal na wewnetrznej blonie mitochondrialnej w badanych klonach linii nowotworowej
MDA-MB-231 (A) oraz MCF-7 (B). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

e Szybkos¢ oddychania mitochondrialnego

W zwigzku z tym, iz biatko p66Shc moze wptywac na metabolizm mitochondrialny, a
takze biorgc pod uwage réznice W potencjale na wewnetrznej btonie mitochondrialnej w
klonach obu linii nowotworowych, w kolejnym etapie postanowitam dokonaé¢ oceny
szybkosci oddychania mitochondrialnego tancucha oddechowego. Zmiana poziomu biatka
p66Shc moze w istotny sposob zmieni¢ niektore z parametrow mitochondrialnych. W tym
celu, dokonatam pomiaru szybkosci zuzycia tlenu przez mitochondria, analizy szczelnoSci
wewngtrznej blony mitochondrialnej dla protonow oraz maksymalnej szybkosci zuzycia tlenu
w poszczegolnych klonach badanych linii nowotworowych (MDA-MB-231 oraz MCF-7)
przy uzyciu oksygrafu (Oxygraph-2k, OROBOROS).
Linia nowotworowa MDA-MB-231.:

Jako pierwszy przeanalizowatam parametr okreslajacy szybkos$¢ zuzycia tlenu przez
komoérki w stanie podstawowym (czyli w momencie kiedy komoérki nie byly niczym
traktowane). Uzyskane wyniki pokazuja bardzo znaczace obnizenie szybkos$ci zuzycia tlenu w
komorkach klonu z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66She KO) (ryc.
33A). Komorki tego klonu charakteryzujg si¢ znaczgcym spadkiem w stosunku do wszystkich
pozostatych klonéw linii MDA-MB-231 (K, 1 p66Shc, 1T mut-Ser36-p66Shc), ktore

jednoczesnie wykazuja wzgledem siebie stosunkowo wyréwnany poziom szybkos$ci zuzycia
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tlenu. Podobng sytuacje obserwuje si¢ w przypadku parametru okreslajacego szczelnosé
wewngtrznej blony mitochondrialnej dla protondow (tzw. ,,wycieku” protondéw). Zmierzenie
tego parametru mozliwe bylo poprzez dodanie swoistego inhibitora syntazy ATP -
oligomycyny, co powoduje zmniejszenie zuzycia tlenu przez komoérki. Dodanie oligomycyny
spowodowato bardzo znaczace obnizenie parametru opisujacego ,,wyciek” protonow W
komorkach klonu p66Shc KO w stosunku do pozostatych (ryc. 33B). Mozna zauwazyc¢, iz
obnizone zuzycie tlenu w stanie podstawowym w klonie p66Shc KO koreluje z podwyzszong
,,Szczelnoscig” wewnetrznej blony mitochondrialnej dla protonéw w tym samym klonie (0
czym $wiadczy najnizszy poziom ,,wycieku” protonéw sposrod badanych klonow linii MDA-
MB-231 (ryc. 33A, B). Klony: K, 1 p66Shc, 1 mut-Ser36-p66Shc charakteryzuja si¢ dos¢
wyrdwnanym poziomem tego parametru. Nastepnym etapem analizy bylo zmierzenie
maksymalnej szybkosci zuzycia tlenu (okreslajacej w skrocie maksymalng szybkos$¢ dziatania
fancucha oddechowego), poprzez stopniowe dodawanie substancji rozprzegajacej
oksydacyjna fosforylacje — CCCP. Klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko
p66Shc charakteryzuje si¢ najnizsza maksymalna szybkoscig z ktorg mitochondria komorek
moga zuzywac tlen (ryc. 33C). Co ciekawe, komoérki pozostatych klonow linii MDA-MB-231
cechuje bardzo zblizony poziom tego parametru.
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Ryc. 33 Wybrane parametry funkcjonalne mitochondrialnego lancucha oddechowego w klonach linii
MDA-MB-231. Szybko$¢ zuzycia tlenu w stanie podstawowym (A); Poziom ,,wycieku” protonow (B);
Maksymalna szybko$¢ zuzycia tlenu (C). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Linia nowotworowa MCF-7:

Podobnie jak w przypadku linii MDA-MB-231, analiz¢ szybkosci oddychania
mitochondrialnego w komorkach klonéw linii MCF-7 réwniez rozpoczetam od oceny
szybkos$ci zuzycia tlenu przez komoérki w stanie podstawowym. Najnizszy poziom tego
parametru zaobserwowatam w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc

(tak samo jak w przypadku tego samego klonu: p66Shc KO linii MDA-MB-231) (ryc. 34A).

125



Istotne statystycznie roznice w poziomie oddychania w stanie podstawowym wystepuja
migdzy klonem p66Shc KO a klonami z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc: 1 p66Shc
oraz T mut-Ser36-p66Shc. Podobnie, poziom parametru opisanego jako ,,wyciek” protonow
wykazuje obnizenie réwniez w klonie p66Shc KO w stosunku do komorek klonu kontrolnego
(wynik jest bliski istotnosci statystycznej, p=0,0827) (ryc. 34B). Jednoczes$nie, wynik ten
$wiadczy o najwyzszym poziomie szczelnosci wewnetrznej btony mitochondrialnej dla
protonéw W Kklonie p66Shc KO. Analiza parametru okreslajagcego maksymalng szybkos¢
zuzycia tlenu nie wykazata istotnych statystycznie roznic pomiedzy badanymi klonami linii
MCEF-7 (ryc. 34C). Niemniej jednak, mozna mowic¢ o niewielkich ,,tendencjach” w poziomie
maksymalnej szybkosci zuzycia tlenu: spadkowej w przypadku klonu p66Shc KO oraz
wzrostowej obserwowanej w klonie z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36
formy biatka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc).
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Ryc. 34 Wybrane parametry funkcjonalne mitochondrialnego lancucha oddechowego w klonach linii
MCF-7. Szybko$¢ zuzycia tlenu w stanie podstawowym (A); Poziom ,,wycieku” protonéw (B); Maksymalna
szybkos¢ zuzycia tlenu (C). * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

e Poziom enzymdw bioracych udziat w cyklu Krebsa

Cykl kwasow trikarboksylowych moze pelni¢ istotng rolg zaréwno W procesach
katabolicznych jak i anabolicznych. W zwigzku z tym, ze nowotwory nalezg do grupy chorob
zwigzanych ze zwigkszonym ,,stresem” metabolicznym, bardzo czgsto w komorkach
nowotworowych dochodzi do przeprogramowania szlakow metabolicznych. Dlatego tez,
dodatkowo postanowitam sprawdzi¢ jak zmiana poziomu biatka p66Shc w komorkach
poszczegolnych klonow linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 moze wptynaé na poziom
wybranych enzyméw zaangazowanych w cykl Krebsa.

Analiza z wykorzystaniem porownawcze]j spektrometrii mas uwidocznila réznice w
poziomie poszczegoélnych enzymow cyklu Krebsa pomiedzy klonami zaréwno linii MDA-
MB-231 jak i MCF-7. W przypadku linii MDA-MB-231 klon z wyciszong ekspresja genu
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kodujacego biatko p66Shc oraz z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36
formy biatka p66Shc charakteryzuja si¢ obnizeniem poziomu znacznej liczby enzymoéw
biorgcych udzial w cyklu Krebsa (ryc. 35A). Do enzymow, ktorych poziom jest najbardziej
obnizony W klonie p66Shc KO zaliczy¢ mozna: dehydrogenaze dihydroliponianowa (DLD),
dehydrogenazy izocytrynianowe 1 i 2 (IDH1, IDH2), karboksylazg pirogronianowa (PC) oraz
karboksykinaze fosfoenolopirogronianowa (PCK2). Wartym uwagi jest fakt, ze
dehydrogenaza izocytrynianowa (ktorej poziom jest obnizony) jest istotnym enzymem
regulatorowym cyklu Krebsa. W klonie 1 mut-Ser36-p66Shc najbardziej obnizone sa
poziomy enzyméw: IDH1, IDH2 oraz poszczegdlne podjednostki IDH (IDH3A, IDH3B oraz
IDH3G), PC, PCK2 jak rowniez dehydrogenaz bursztynianowych (SDHC i SDHD). Klon 1
p66Shc linii MDA-MB-231 charakteryzuje si¢ z kolei podwyzszonym poziomem tylko
niektorych enzymow cyklu Krebsa.

W przypadku klonéw linii MCF-7 zaobserwowatam nieco odmienny kierunek zmian.
Mianowicie, klon p66Shc KO linii MCF-7 cechuje si¢ podwyzszeniem poziomu wielu
analizowanych enzyméw bioracych udziat w cyklu Krebsa, czyli odwrotnie niz miato to
miejsce w klonie MDA-MB-231 pozbawionym biatka p66Shc (ryc. 35B). Klony 1 p66Shc
oraz T mut-Ser36-p66Shc charakteryzujg si¢ z kolei obnizeniem pozioméw zdecydowanej
wigkszosci przeanalizowanych enzymoéw cyklu Krebsa. Szczegdlnie obnizony poziom w
przypadku obu klonoéw (1 p66Shc oraz 1 mut-Ser36-p66Shc) wykazuje podjednostka
cytochromu b dehydrogenazy bursztynianowej (SDHD).
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Ryc. 35 Poziom wybranych enzyméw bioracych udzial w cyklu Krebsa okreslony w klonach linii MDA -
MB-231 (A) oraz MCF-7 (B) z wykorzystaniem analizy poréwnawczej spektrometrii mas.

e Poziom enzymoéw bioracych udzial w procesie glikolizy

W kolejnym etapie swojej pracy postanowitam sprawdzi¢ jak w poszczegdlnych klonach
linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 zmieni si¢ poziom wybranych enzymow bioracych udziat w
czesto preferowanym przez komorki nowotworowe procesie glikolizy. | tak, najbardziej
widoczng zmiang jest podwyzszenie poziomu zdecydowanej wigkszosci enzymow
glikolitycznych w klonie z wyciszona ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc obu linii:
MDA-MB-231 i MCF-7 (ryc. 36A, B). W przypadku klonow linii MDA-MB-231 z
podwyzszonym poziomem Dbiatka p66Shc (1 p66Shc oraz 1 mut-Ser36-p66Shc)
zaobserwowatam doktadnie odwrotng zalezno$¢, a wigc obnizenie poziomu wigkszosci
analizowanych enzymow glikolitycznych. W klonach 1 p66Shc oraz 1 mut-Ser36-p66Shc
linii MCF-7 obnizenie poszczegdlnych enzymow nie jest az tak wyrazne jak ma to miejsce w
przypadku tych samych klonéw linii MDA-MB-231. Dodatkowo, w tym przypadku
izomeraza glukozo-6-fosforanowa (GPl) wykazuje zdecydowanie podwyzszony poziom
zarowno w klonie 1 p66Shc jak i T mut-Ser36-p66Shc linii MCF-7.
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Ryc. 36 Poziom wybranych enzymow bioracych udzial w procesie glikolizy okreslony w klonach linii
MDA-MB-231 (A) oraz MCF-7 (B) z wykorzystaniem analizy poréwnawczej spektrometrii mas.

4.2.7. Analiza profilu OXPHOS w komodrkach poszczegélnych klonoéw linii
nowotworowych: MDA-MB-231 oraz MCF-7

Metabolizm tlenowy zalezy w gltéwnej mierze od sprawnosci funkcjonowania
mitochondrialnego tancucha oddechowego. W zwigzku z tym postanowitam sprawdzi¢
poziom okreslonych podjednostek wchodzacych w sktad poszczegdlnych kompleksow
OXPHOS. Nalezy podkresli¢, ze zgodnie ze specyfikacja zastosowanych przeciwciat
(opisanych w tabeli 12 rozdziatu 3), podjednostki zostaty tak dobrane, ze ich poziom koreluje
z poziomem catych kompleksow mitochondrialnego tancucha oddechowego. W zwigzku z
tym, na rycinach oraz w opisie analizy przyjeto, ze poziom poszczegdlnych podjednostek
umownie oznacza¢ bedzie poziom odpowiadajagcym im komplekséw (I — V) oraz syntazy
ATP. Wykorzystujac technike Western Blot napotkatam problemy zwigzane z oznaczeniem
poziomu podjednostki kompleksu | (bardzo niski jej poziom szczegdlnie w klonie p66Shc
KO), ktore uniemozliwily mi uzyskanie miarodajnych wynikow, co w konsekwencji
spowodowato ich brak w niniejszej analizie. Dopiero proteomiczna analiza poréwnawcza

umozliwila oznaczenie poziomu podjednostek kompleksu I.
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Linia nowotworowa MDA-MB-231:

Przeprowadzona analiza profilu OXPHOS rowniez wykazala znaczace roznice w
poziomie poszczegdlnych podjednostek kompleksow tancucha oddechowego w klonach linii
MDA-MB-231. Obserwowane roznice wystepuja przede wszystkim pomiedzy klonem
kontrolnym (K) a klonem z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66She (p66Shc
KO), co widoczne jest w przypadku zarowno kompleksu II, Il i IV (ryc. 37A). Najnizszy
poziom podjednostek (SDHB, UQCRC2 oraz MTCO1) odpowiednio kompleksow II, 111 i IV
zaobserwowatam w klonie p66Shc KO. Wspomniane podjednostki wykazujg istotne
obnizenie wzgledem kontroli (ryc. 37A). W klonie z podwyzszonym poziomem zmutowangj
w reszcie Ser36 formy biatka p66She (T mut-Ser36-p66Shc) poziom podjednostek UQCRC2
oraz MTCOL (kompleks I i IV) jest rowniez obnizony w stosunku do linii kontrolnej. Nie
zaobserwowatam réznic w poziomie podjednostki ATP5A (syntaza ATP) w klonach linii
MDA-MB-231.
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Ryc. 37 Analiza profilu OXPHOS w klonach linii MDA-MB-231. Poziom wybranych podjednostek
mitochondrialnego tancucha oddechowego (A) przyktadowy wynik analizy Western Blot (B); poziom
poszczegolnych biatek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH; * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001

Wyniki uzyskane z wykorzystaniem techniki Western Blot zostaty potwierdzone przez
bardziej szczegotowa 1 doktadniejsza technike spektrometrii mas. Umozliwito mi to
przeanalizowanie zdecydowanie wickszej ilosci badanych podjednostek wchodzacych w

sktad poszczegdlnych kompleksow mitochondrialnego tancucha oddechowego. Prezentowane
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wyniki zostaty wystandaryzowane do klonu kontrolnego (K) (klon transfekowany pustym
wektorem).
Kompleks I:

Przeprowadzona, poréwnawcza analiza proteomiczna wykazala znaczgco obnizony
poziom wigkszosci analizowanych podjednostek kompleksu | w klonie z wyciszong ekspresja
genu kodujacego biatko p66Shc — p66Shc KO (ryc. 38A). Chciatabym zwrocié uwage, ze
wsérod analizowanych podjednostek znajdujg sie zaré6wno podjednostki strukturalne jak i
podjednostki zaliczane do tzw. czynnikéw sktadajacych. Niemniej jednak, w przypadku klonu
p66Shc KO obnizony poziom obserwuje si¢ wylacznie w przypadku podjednostek
strukturalnych kompleksu | (wszystkie podjednostki wykazujace obnizony poziom -
oznaczono kolorem niebieskim). Natomiast, poziom podjednostek kompleksu | zaliczanych
do czynnikow sktadajacych (NDUFAF2, NDUFAF4, NDUFAF6) w klonie p66Shc KO jest
nieznaczne podwyzszony (ryc. 38A). Ponadto, klony z podwyzszonym poziomem biatka
p66Shc: 1 p66She oraz T mut-Ser36-p66Shc rowniez cechuje Wyzszy poziom niektorych z
podjednostek czynnikow sktadajacych kompleksu | (NDUFAF2, NDUFAF4, NDUFAF7). W
Klonie 1 mut-Ser36-p66Shc mozna takze wskaza¢ na widocznie nizszy poziom takich
podjednostek strukturalnych kompleksu | jak: NDUFA1l, NDUFV2, MT-ND2, NDUFS5,
NDUFABL.

Kompleks 11

Klon z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) charakteryzuje sie
podniesionym poziomem wszystkich analizowanych podjednostek kompleksu 11, z czego
najwyzszy poziom wykazuje podjednostka zaliczona do czynnikéw sktadajacych — SDHAF1
(ryc. 38B). W klonie 1 mut-Ser36-p66Shc jako jedynym zaobserwowatam obnizenie poziomu
takich podjednostek strukturalnych jak: SDHD oraz SDHC. Pozostate, podjednostki
kompleksu Il wykazuja podwyzszony poziom (przy czym poziom podjednostki SDHA
wydaje si¢ by¢ najmniej zmieniony). Co ciekawe, klon p66Shc KO pozbawiony biatka
p66Shc  charakteryzuje si¢ podwyzszonym poziomem  wszystkich podjednostek
strukturalnych (SDHD, SDHC oraz SDHB) za wyjatkiem podjednostki SDHA, ktorej poziom
jest obnizony. Z kolei podjednostki zaliczane do czynnikow sktadajacych (SDHAFL1 i
SDHAF2) wykazujg najmniejsze zmiany w stosunku do klonu kontrolnego.

Kompleks 111

Podobnie jak w przypadku kompleksu I, najwigksze zmiany w poziomie 0znaczonych
podjednostek kompleksu 11l zaobserwowatam w klonie p66Shc KO (ryc. 38C). Wszystkie
podjednostki kompleksu Il tego Kklonu charakteryzuja si¢ zdecydowanie obnizonym
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poziomem z wyjatkiem dwoch podjednostek: UQCRH oraz LYRM7, ktore cechuje
nieznacznie podwyzszony poziom. Podjednostka LYRM?7 zalicza si¢ to czynnikow
sktadajgcych kompleksu III, za§ UQCRH do podjednostek strukturalnych. Najbardziej
obnizony poziom w klonie p66Shc KO wykazuja podjednostki: UQCRC2, UQCRCI,
UQCRB, UQCRFS1 oraz UQCRQ (wszystkie sa podjednostkami strukturalnymi). W klonie 1
mut-Ser36-p66Shc dwie podjednostki kompleksu I11l: UQCRH oraz UQCCI1 charakteryzuja
si¢ ich obnizonym poziomem. W pozostatych podjednostkach tego kompleksu zmiany sg
nieznaczne. Klon 1 p66Shc wyrdznia si¢ najmniej widocznymi zmianami w poziomie
analizowanych podjednostek kompleksu IlI.
Kompleks IV

W kompleksie IV (podobnie jak w przypadku kompleksow: I oraz III) najwicksze
zmiany w obrebie przeanalizowanych podjednostek zaobserwowatam rowniez w klonie z
wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (ryc. 38D). W klonie tym zdecydowana
wigkszo$¢ podjednostek kompleksu IV jest obnizona. Chciatam zaznaczy¢, ze najbardziej
obnizony poziom zaobserwowatam w podjednostce MT-CO2 (podjednostka strukturalna).
Natomiast, znaczace podwyzszenie w klonie p66Shc KO zanotowatam wylacznie w poziomie
trzech oznaczonych podjednostek, zaliczanych do czynnikoéw sktadajacych: COX10, COX18 i
COX15. Chciatabym rowniez zwréci¢ uwage, ze klon 1 mut-Ser36-p66Shc demonstruje
obnizony poziom wigkszos$ci przeanalizowanych podjednostek. Najbardziej obnizony poziom
zaobserwowatam w nastepujacych podjednostkach: COX20, COX6B1, COX19 oraz COX17,
z czego wiadomo, ze COX20 oraz COX19 zaliczaja si¢ do czynnikow sktadajacych. W
przypadku klonu 1 p66Shc nie odnotowatam widocznych zmian w poziomie
przeanalizowanych podjednostek kompleksu IV.
Syntaza ATP

Odmiennie niz w pozostatych kompleksach mitochondrialnego fancucha
oddechowego, poziom wickszosci podjednostek syntazy ATP w klonie z wyciszong ekspresja
genu kodujgcego biatko p66Shc jest znaczaco podwyzszony. (ryc. 38E). Inaczej jest w
przypadku poziomu podjednostki MT-ATP6 syntazy ATP (tworzacej kanat w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej), ktora demonstruje znaczaco obnizony poziom w klonie p66Shc KO.
Ponadto, nieznacznie obnizony poziom w tym klonie zaobserwowatam rowniez w przypadku
podjednostek: MT-ATP8, ATP5L, ATP5S oraz ATP5J2-PTCD1. W klonie 1 mut-Ser36-
p66Shc najwigksze zmiany zaobserwowalam w poziomie podjednostek ATP5F1 i ATP5B,
wykazujacych istotne podwyzszenie w stosunku do klonu kontrolnego przy zachowaniu

pozostatych podjednostek syntazy ATP na stosunkowo mato zmienionym poziomie. Z kolei
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w klonie z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) najwickszy wzrost
zanotowatam w przypadku poziomu podjednostki MT-ATP6. W klonie tym, podwyzszony
poziom zauwazylam w wigkszo$ci oznaczonych podjednostek syntazy ATP. Wyijatek
stanowig nastgpujace podjednostki: ATP5SL, ATP5I, ATP5D, ATP5S, ATP5J2-PTCD1, w

ktorych zaobserwowatam nieznaczny spadek w ich poziomie.
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Ryc. 38 Poziom podjednostek poszczegolnych kompleksow lancucha oddechowego w klonach linii MDA -
MB-231. Kompleks | (A), kompleks 11 (B), kompleks 111 (C), kompleks IV (D) oraz syntaza ATP (E). Probki
wystandaryzowano do klonu kontrolnego (K), transfekowanego pustym wektorem.

Linia nowotworowa MCF-7:

Identyczna analiza zostata przeprowadzona dla klondéw liniit MCF-7. Wynika z niej, Ze
poziomy wybranych podjednostek komplekséw I oraz Il (NDUFB8 oraz SDHB) nie r6znig
si¢ w poszczegdlnych klonach. W obu przypadkach mozna moéwi¢ o stosunkowo
wyréwnanym poziomie wchodzacych w ich sktad podjednostek (ryc. 39A, B). Z kolei,
roéznice zaobserwowatam w przypadku podjednostek wchodzacych w sktad kompleksow 111 1
IV (UQCRC2 i MTCO1). Klon p66Shc KO charakteryzuje si¢ najnizszym poziomem
podjednostek UQCRC2 (kompleksu I11) oraz MTCO1 (kompleksu 1V). Interesujacy jest fakt,
ze oba klony z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc i T mut-Ser36-p66Shc)
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charakteryzuja si¢ podwyzszonym poziomem podjednostki MTCO1 kompleksu IV. Poziom
podjednostki ATP5A syntazy ATP, we wszystkich badanych klonach liniit MCF-7 jest
podobny (ryc. 39A).
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Ryc. 39 Analiza profilu OXPHOS w klonach linii MCF-7. Poziom wybranych podjednostek
mitochondrialnego tancucha oddechowego (A) przyktadowy wynik analizy Western Blot (B); poziom
poszczegodlnych biatek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH; * p<0,05, **
p<0,01, *** p<0,001

Poréwnawcza analiza proteomiczna oznaczonych podjednostek mitochondrialnego
tancucha oddechowego uzyskanych z wykorzystaniem techniki spektrometrii mas zostata
przeprowadzona réwniez dla linii nowotworowej MCF-7. Przedstawia si¢ ona nastepujgco:
Kompleks |

Wsrod analizowanych podjednostek kompleksu | mozna wskaza¢ na obnizenie
poziomu wiekszosci przeanalizowanych podjednostek we wszystkich badanych klonach linii
MCF-7 (ryc. 40A). W przypadku klonu p66Shc KO obnizony poziom zaobserwowatam
praktycznie w wigkszoéci oznaczonych podjednostek, za wyjatkiem pieciu: NDUFAF2,
NDUFV3, NDUFS7, NDUFAF4 i NDUFAF6. Trzy z nich zaliczane sg do czynnikow
sktadajacych kompleksu I (NDUFAF2. NDUFAF4, NDUFAF6). Na szczegélng uwage
zastuguje podjednostka NDUFAF2, ktorej poziom jest znaczaco podwyzszony W klonie
p66Shc KO. W klonach z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc: 1 p66Shc oraz 1 mut-
Ser36-p66Shc poziom zdecydowanej wickszosci podjednostek jest obnizony. Tylko niewiele

z przeanalizowanych podjednostek wykazuje podwyzszenie co wida¢ na ryc. 40A.
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Kompleks 11
Zmiana poziomu biatka p66Shc w klonach linii MCF-7 wywarla r6zny wpltyw na

poziom oznaczonych podjednostek poszczegolnych komplekséw tancucha oddechowego.
Najwigksze podwyzszenie poziomu sposréd analizowanych podjednostek kompleksu 11
zaobserwowatam w podjednostce zaliczanej do czynnikow sktadajacych — SDHAF2 w klonie
1t p66Shc (ryc. 40B). Poziom wszystkich pozostatych podjednostek, bedacych
podjednostkami strukturalnymi w tym klonie jest obnizony, a w szczegdlnosci podjednostka
SDHD. Bardzo podobng zalezno$¢ zaobserwowatam réwniez W klonie 1 mut-Ser36-p66Shc.
Natomiast w przypadku klonu p66Shc KO wida¢ podwyzszenie poziomu podjednostki
strukturalnej SDHB (co potwierdza wyniki uzyskane metoda Western Blot) przy
jednoczesnym obnizeniu pozostatych badanych podjednostek tego kompleksu (ryc. 40B).
Kompleks 111

W poziomie podjednostek kompleksu Il najwigksze zmiany zauwazytam w klonach 1
mut-Ser36-p66Shc oraz p66Shc KO. W obu klonach poziom wigkszosci badanych
podjednostek jest obnizony. W klonie p66Shc KO podwyzszenie poziomu wykazujg nieliczne
podjednostki kompleksu Ill. Podjednostka wykazujaca najwyzszy wzrost poziomu jest
podjednostka strukturalna UQCR10 (ryc. 40C). Ponadto, poziom podjednostki zaliczanej do
czynnikow skladajacych — LYRM?7 jest rowniez nieznacznie podwyzszony. W przypadku
klonu 1 mut-Ser36-p66Shc poziom czterech podjednostek jest podwyzszony: UQCR10,
UQCC1, MT-CYB oraz UQCRB. W klonie 1 p66Shc obserwowane zmiany sg najmniejsze.
Kompleks IV

Klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc prezentuje podwyzszony
poziom oznaczonych podjednostek kompleksu IV w szczegdlnosci w podjednostkach
zaliczanych do czynnikow sktadajacych COA5, COA4, COA6 oraz COX19 (ryc. 40D).
Poziom pozostatych podjednostek w tym klonie jest obnizony. Wyniki uzyskane dla klonu 1
mut-Ser36-p66Shc réwniez pokazuja obnizenie poziomu w wigkszosci podjednostkach
kompleksu 1V. Natomiast najwyzszy wzrost poziomu zaobserwowatam jedynie w kilku
podjednostkach tego kompleksu: MT-CO1, COX7A2L oraz COA5. W przypadku klonu 1
p66Shc linii MCF-7 najwiekszg zmiang zanotowatam w podjednostce strukturalnej MT-CO1,
ktorej poziom jest najbardziej podwyzszony.
Syntaza ATP

W przypadku syntazy ATP zauwazylam, iz poziom zdecydowanej wiekszoscCi
podjednostek tego kompleksu w klonie 1 p66Shc jest obnizony (ryc. 40E). Jedynie trzy z nich
cechujg si¢ wyzszym poziomem w stosunku do klonu kontrolnego: ATP5J, ATP5D oraz
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ATP5J2-PTCD1. Wszystkie z nich sa podjednostkami strukturalnymi. Podobng zalezno$¢
zaobserwowatam réwniez w klonie 1T mut-Ser36-p66Shc, gdzie obnizony poziom dotyczy
wigkszosci badanych podjednostek syntazy ATP. Niemniej jednak, poziom podjednostki
ATP5l w tym klonie jest najbardziej podwyzszony. Z kolei klon p66Shc KO demonstruje
zdecydowanie nizszy poziom w pordéwnaniu do kontroli w dwoch przeanalizowanych
podjednostkach: ATP5SL oraz MT-ATP6. Z czego jak juz zostalo wspomniane w przypadku
linii MDA-MB-231, podjednostka MT-ATP6 stanowi biatko tworzace kanal w wewnetrzne;j
btonie mitochondrialnej. Znaczace podwyzszenie podjednostek zauwazytam jedynie w

podjednostkach ATP5J oraz ATP5D syntazy ATP.
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Ryc. 40 Poziom podjednostek poszczegolnych komplekséw lancucha oddechowego w klonach linii MCF-7.
Kompleks 1 (A), kompleks II (B), kompleks III (C), kompleks IV (D) oraz syntaza ATP (E). Probki
wystandaryzowano do klonu kontrolnego (K), transfekowanego pustym wektorem.
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4.3. Ocena wplywu zmiany poziomu bialka p66Shc jak rowniez mutacji w kluczowej
reszcie seryny 36 na wrazliwos¢ komorek raka sutka na traktowanie

chemioterapeutykiem — doksorubicyna

Kolejnym etapem niniejszej pracy byto okreslenie czy zmiana poziomu biatka p66Shc
moze mie¢ wplyw na odpowiedz komodrek raka sutka traktowanych chemioterapeutykiem
doksorubicyng, ktory jest powszechnym i dos¢ dobrze poznanym antybiotykiem
przeciwnowotworowym z grupy antracyklin. Wybdr doksorubicyny do moich badan byt
zwigzany przede wszystkim z mechanizmem jej dziatania. Mianowicie, doksorubicyna
wywiera swoj wpltyw na komorki nowotworowe poprzez interkalacj¢ DNA, a takze poprzez
zwiekszenie produkcji RFT, co ma zwiazek z aktywnos$cig mitochondriow. W celu uzyskania
odpowiedzi na postawiony sobie cel, w niniejszym rozdziale przedstawione zostaty wyniki,
uzyskane z wykorzystaniem wylacznie klonow linii MDA-MB-231, w ktorych dokonano
zmiany poziomu biatka p66Shc. Zasadno$¢ uzycia wspomnianej linii polega na tym, iz
stanowi ona idealny model dla zastosowania chemioterapii (charakterystyka linii w tabeli 3).
W zwigzku z tym, wszystkie przeprowadzone doswiadczenia zostaty wykonane przy uzyciu
klonow linii MDA-MB-231 nietraktowanych ((-) DOX) oraz traktowanych ((+) DOX)
doksorubicyng. W ramach realizacji niniejszego celu na samym poczatku na podstawie
krzywej przezywalno$ci wybrano odpowiednie stezenie doksorubicyny, a nast¢pnie dokonano
oceny morfologii sieci mitochondrialnej, porownujac komorki poszczegdlnych klondéw
odpowiednio traktowanych i nietraktowanych doksorubicyng. Sprawdzono czy traktowanie
komorek zastosowanym chemioterapeutykiem wptyneto na prooksydacyjng $ciezke biatka
p66Shc oraz poziom RFT a co za tym idzie ochrong antyoksydacyjna jak rowniez na wybrane
parametry bioenergetyczne komorek klonow linii MDA-MB-231. Na koniec przeprowadzono
analize przezywalnosci komoérek wspomnianych klondéw, czyli procesu apoptozy jako

programowanej $§mierci komorki.

4.3.1. Dobor optymalnego stezenia doksorubicyny — okres§lenie krzywej przezywalnoSci

Podczas doboru odpowiedniego stezenia doksorubicyny, ktore bylo nastepnie
stosowane we  wszystkich do$wiadczeniach  stanowigcych  podstawe — wynikoéw
prezentowanych w rozdziale 4.3, kierowalam si¢ zasadg doboru takiego stgzenia
doksorubicyny, ktore powoduje 10% spadek w przezywalnosci traktowanych komorek. W
tym celu wykonatam test cytotoksycznosci wykorzystujacy barwnik SRB (opis techniki
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znajduje si¢ w rozdziale 3.11, za$ przebiegu doswiadczenia oceny cytotoksycznosci DOX w
rozdziale 3.5.1). Komoérki poszczegélnych klonéw linii MDA-MB-231 byty inkubowane z
doksorubicyng przez okres 48h, z zastosowaniem nastepujacych stezen DOX: 0, 20, 50, 100,
200, 500, 1000, 1500, 2000, 4000, 8000 nM. Nalezy podkresli¢, iz do traktowania komoérek
doksorubicyng wykorzystatam wszystkie badane klony linit MDA-MB-231. Zabieg ten miat
na celu okreslenie ewentualnych réznic w odpowiedzi poszczegélnych klonéw na rdzne
stezenia zastosowanego chemioterapeutyka. Niemniej jednak, wyboru optymalnego stezenia
(skutkujacego 10% spadkiem w przezywalnosci komorek) dokonatam w oparciu o Klon
stanowigcy kontrole (K), ktorym jest linia MDA-MB-231 transfekowana pustym wektorem.

Przeprowadzona analiza wykazata niewielkie odchylenia we wrazliwosci (rézne st¢zenia
DOX) pomigdzy poszczegdlnymi klonami linii MDA-MB-231. Najbardziej widoczne roznice
zauwazalne sa w przypadku zastosowanych, najwyzszych stezen doksorubicyny, gdzie linia
MDA-MB-231 z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) wydaje

si¢ by¢ najmniej wrazliwa na traktowanie doksorubicyna (ryc. 41).

Krzywa przezywalnosci

- K

- ?pG(jShC

¥ mut-Ser36-p66She
~+ p66She KO

Przezywalnos¢ (% komorek)

i i i | i i
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Stezenie DOX [nM]

Ryc. 41 Krzywe przezywalnoS$ci poszczegélnych klonéw linii MDA-MB-231

Doboru pozadanego stezenia doksorubicyny dokonalam na podstawie krzywej
przezywalnosci dla linii kontrolnej (K), z ktérej wynika, ze okoto 10% spadek w
przezywalnosci komoérek zauwazalny jest przy 20 nM stezeniu doksorubicyny (ryc. 42A, B)
(W celu tatwiejszej analizy na ryc. 42A nie zostaly przedstawione punkty pomiarowe dla
duzych stezen DOX: 1500 — 8000 nM). Tak wigc, biorac pod uwage przeprowadzone
badania, dalsze do$wiadczenia wymienione we wstepie rozdziatu 4.3 zostaly przeprowadzone
przy uzyciu 20 nM stezenia doksorubicyny, ktore to jest jednoczes$nie najmniejsza

zastosowang dawka badanego chemioterapeutyka w niniejszej analizie (ryc. 42C).
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Ryc. 42 Przezywalno$¢ komorek klonu kontrolnego (K) linii MDA-MB-231. Krzywa przezywalnosci
komorek klonu K (A); Fragment krzywej przezywalnoséci z pozadanym stgzeniem DOX (B); Wykres
stupkowy przezywalno$ci komorek klonu K (C)

4.3.2. Analiza prooksydacyjnej $ciezki biatka adaptorowego p66Shc

Mitochondria odgrywaja zasadnicza i niezwykle zrdznicowang role w fizjologii
komorek eukariotycznych. Nie tylko sg zrodtem ATP lecz biorg takze udzial w licznych
przemianach metabolicznych co z punktu widzenia komoérek nowotworowych ma istotne
znaczenie. Biorac pod uwagg fakt, ze mitochondria zaangazowane sg rowniez w takie procesy
jak produkcja RFT oraz apoptoza, w ktorych swoja role odgrywa rowniez biatko adaptorowe
p66Shc, wydaje si¢ by¢ niezwykle interesujace zwlaszcza w kontekscie komorek
nowotworowych zbadanie prooksydacyjnego szlaku biatka p66Shc. Ma to istotne znaczenie z
punktu widzenia terapii antynowotworowych, ktore w gtdéwnej mierze oddziatuja wlasnie na
wspomniane procesy: apoptoze oraz produkcje RFT. Uscislajac, w niniejszym rozdziale

przedstawiono w jaki sposob traktowanie poszczegolnych klonow linii MDA-MB-231
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(r6znigcych si¢ poziomem biatka p66Shc) doksorubicyng moze wptyna¢ na status fosforylacji
biatka p66Shc w unikalnej reszcie Ser36 jak rowniez na poziom wybranych biatek
zaangazowanych w prooksydacyjng Sciezke biatka p66Shc, czyli: PKCP (kinazy biatkowe;j
fosforylujacej biatko p66Shc w reszcie Ser36), Ser660-PKCp (ufosforylowanej formy kinazy
biatkowej CP), PIN1 (izomerazy odpowiedzialnej za izomeryzacj¢ ufosforylowanego biatka
p66Shc) oraz PP2A (fosfatazy, ktora powoduje defosforylacje biatka p66Shc). Na uwage
zastuguje fakt, iz w niniejszym rozdziale nie bedzie poruszany wpltyw zmian poziomu biatka
p66Shc na Sciezke sygnalizacyjna, ktorej poswiecony jest rozdziat 4.2,

Stosujac technike Western Blot dokonatam oznaczenia poziomu wymienionych wyzej
biatek prooksydacyjnej $ciezki biatka p66Shc, a otrzymane wyniki przedstawiono na rycinach
43A i 43B. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna wnioskowaé, ze traktowanie
doksorubicyng nie wptyneto w znaczacy sposob ani na poziom samego biatka p66Shc jak
réwniez na poziom innych biatek zaangazowanych w szlak prooksydacyjny p66Shc. Niemniej
jednak, pomimo braku istotnych statystycznie réznic pomigdzy przebadanymi klonami linii
MDA-MB-231 (traktowanymi i nietraktowanymi doksorubicyna) mozna zauwazy¢ ogolng
tendencje polegajaca na obnizeniu poziomu wigkszosci z analizowanych biatek: PKCp, PIN1,
PP2A jak rowniez samego biatlka p66Shc we wszystkich klonach traktowanych
doksorubicyng. Odwrotng tendencje, polegajaca na podwyzszonym poziomie w klonach
traktowanych doksorubicyna, mozna zaobserwowaé¢ w przypadku fosforylowanych form
biatek: PKCP (fosforylacja Ser660) oraz p66Shc (fosforylacja Ser36 — rdznice istotne
statystycznie). W przypadku kinazy biatkowej Cp jest to o tyle interesujace, ze jej aktywacja
(wskutek fosforylacji w reszcie Ser660) przyczynia si¢ do aktywacji wlasciwosci
prooksydacyjnych biatka p66Shc. Znajduje to swoje odzwierciedlenie w istotnych
statystycznie zmianach w poziomie ufosforylowanego w unikatowej reszcie Ser36 biatka
p66Shc, odpowiedzialnej za jego udziat w stresie oksydacyjnym. Ponadto, warto podkreslic,
iz detekcja fosforylacji biatka p66Shc w reszcie Ser36 mozliwa byta wytacznie w klonie z
podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) z zastosowaniem techniki
immunoprecypitacji ze wzglgdu na zbyt niski poziom fosforylacji Ser36 w klonie kontrolnym
(K). W zwigzku z tym, ze nie mozliwe bylo odniesienie wynikéw uzyskanych w
poszczegolnych klonach do klonu kontrolnego (K), nietraktowanego doksorubicyna, wyniki
przedstawiono w przeliczeniu na % tego samego klonu ((-) DOX) (na wykresie umieszczono
oznaczenie ,,!!!” sugerujace zmiany w przeliczeniach). Brak fosforylacji w reszcie Ser36 w
klonie ze zmutowanym miejscem fosforylacji w Ser36 (Tmut-Ser36-p66Shc) oraz klonie z

wylaczong ekspresjg genu kodujgcego biatko p66Shc (p66Shc KO) stanowi niejako kontrole
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negatywng 1 jest spowodowany odpowiednio: stosowng mutacja w reszcie Ser36 oraz

wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc.
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Ryc. 43 Poziom wybranych bialek uczestniczacych w prooksydacyjnej Sciezce bialka p66Shc. Poziom
poszczegdlnych biatek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy
wynik analizy Western Blot (B) * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

4.3.3. Morfologia sieci mitochondrialnej

Charakterystyka zastosowanego chemioterapeutyka, ktora jednoznacznie wskazuje, ze
jednym z mechanizméw dziatania doksorubicyny jest wptyw na mitochondria, sktonita mnie
do przeprowadzenia analizy sieci mitochondrialnej w komoérkach poszczegdlnych klonow
linii MDA-MB-231 w odpowiedzi na traktowanie doksorubicyna. Mialo to na celu
sprawdzenie w jakim stopniu traktowanie doksorubicyng moze wplyna¢ na morfologi¢ sieci
mitochondrialnej komorek rdéznigcych sie poziomem biatka p66Shc. Aby osiggnad
zamierzony cel, sie¢ mitochondrialng zwizualizowano w kolorze czerwonym przy uzyciu
specyficznej sondy fluorescencyjnej MitoRed, za$ jadra komorkowe w kolorze niebieskim
dzieki uzyciu barwnika fluorescencyjnego Hoechst 33342 (bardziej szczegétowa
charakterystyke zastosowanej metody opisano w rozdziale 3.14).

Traktowanie komorek nowotworowych raka sutka doksorubicyng wywotato zmiany
dotyczace zardwno ksztattu jadra komorkowego jak i sieci mitochondrialne;.

e Klon kontrolny (K) — komorki nowotworowe raka sutka klonu kontrolnego traktowane

DOX charakteryzuja si¢ przede wszystkim powigkszeniem jader komérkowych. W

komorkach nietraktowanych DOX jadra komodrkowe przyjmuja bardziej owalny
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(wydtuzony) ksztalt w poroéwnaniu ze zdecydowanie bardziej kolistym ksztattem
obserwowanym w komorkach traktowanych DOX. Sie¢ mitochondrialna w
komorkach nietraktowanych DOX nie jest tak bardzo ,,rozproszona" wokoét jadra
komorkowego, lokalizujgc si¢ najczesciej w okolicach jednego z biegundéw komorki
(ryc. 44A). Wydaje si¢, ze mitochondria w komorkach traktowanych DOX tworzg sieé¢
bardziej rozlegly oraz ,,rozciagnigta” wokot catego jadra komoérkowego.

Klon z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc — podobnie jak w przypadku klonu

kontrolnego rowniez w klonie 1 p66Shc jadra komorek nietraktowanych DOX sa
mniejsze anizeli jadra komorkowe obserwowane w komorkach traktowanych DOX.
Niemniej jednak, w przypadku komoérek klonu 1 p66Shc nietraktowanych DOX sg one
nieco bardziej koliste niz te obserwowane w klonie kontrolnym. Sie¢ mitochondrialna
w komorkach traktowanych DOX jest bardziej rozproszona wokot catego jadra
komorkowego (ryc. 44B).

Klon z podwyzszonym poziomem zmutowane] w Ser36 formy biatka p66Shc — jadra

komorkowe komorek nietraktowanych DOX s3 mniejsze w poroéwnaniu z jadrami
komorkowymi komorek traktowanych DOX. Sie¢ mitochondrialna komorek
nietraktowanych DOX jest bardziej skupiona w jednym miejscu komorki w
porownaniu ze zdecydowanie bardziej rozlegly oraz rozproszona wokoét calego jadra
komorkowego siecia mitochondrialng obserwowang w komorkach tego klonu

traktowanych DOX (ryc. 44C).

Klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc — podobnie jak w

pozostatych klonach, jadra komorkowe komorek klonu p66Shc KO nietraktowane
DOX cechujg si¢ zdecydowanie mniejszymi rozmiarami w poroéwnaniu z duzo
wickszymi, kolistymi jadrami komorek traktowanych DOX. Sie¢ mitochondrialna
komorek nietraktowanych DOX tworzy specyficzne skupienia w jednym miejscu
komorki, podczas gdy w komorkach traktowanych DOX sie¢ ta jest rOwnomiernie
rozmieszczona po catej komorce. Ponadto, wydaje sie, ze komoérki klonu p66She KO
(-) DOX charakteryzuja si¢ nieznacznie mniej rozbudowang siecig mitochondrialng w
poréwnaniu do sieci obserwowanej w komorkach nietraktowanych DOX pozostatych
klonoéw, co wymaga jednak przeprowadzenia dodatkowej analizy z wykorzystaniem

narzedzi stuzacych do pomiaru parametréw morfologicznych (ryc, 44D).
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Ryc. 44 Morfologia sieci mitochondrialnej komorek poszczegolnych klonéw linii MDA-MB-231 traktowanych oraz nietraktowanych doksorubicyna. Klon kontrolny
(A), klon z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (B), klon z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66She (C) oraz klon z wyciszong
ekspresja genu kodujacego biatko p66Shce (D); na niebiesko wybarwiono jadra komérkowe (DAPI) oraz czerwono sie¢ mitochondrialng (MitoRed).
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4.3.4. Wplyw traktowania komoérek doksorubicyna na potencjal na wewnetrznej blonie
mitochondrialnej oraz profil OXPHOS

Jako ze, dostepne dane literaturowe jasno wskazujg na dziatanie biatka p66Shc jako
enzymu redoks, ktory moze posredniczy¢ w gldwnej czyli mitochondrialnej Sciezce produkcji
RFT (bedacej efektem funkcjonowania mitochondrialnego tancucha oddechowego)
sprawdzitam podstawowe parametry bioenergetyczne w poszczeg6lnych klonach linii MDA-
MB-231 w odpowiedzi na traktowanie doksorubicyng. Przeanalizowatam jak odpowiedz
komorek klonow  (roznigcych si¢  poziomem biatka p66Shc) na traktowanie
chemioterapeutykiem moze wptyna¢ na profil OXPHOS, czyli poziom poszczegdlnych
podjednostek kompleksow tancucha oddechowego oraz potencjal na wewngtrznej blonie
mitochondrialnej (mt. AW). Analiza wpltywu zmiany poziomu biatka p66Shc na oba
wspomniane parametry zostala przedstawiona juz w rozdziale 4.2, w zwigzku z czym
wynikajace z niej réznice w niniejszym rozdziale nie bedg poruszane a gldéwna uwaga
zostanie pos§wiecona efektowi doksorubicyny.

Potencjal na wewngtrznej btonie mitochondrialnej stanowi niejako odzwierciedlenie
stanu funkcjonalnego mitochondriow i moze korelowaé ze stanem nie tylko procesu
roznicowania komorek, procesem nowotworzenia lecz réwniez ze stopniem ich ztosliwosci.
Wykonana przeze mnie analiza potencjalu na wewngtrznej btonie mitochondrialnej wykazata
znaczacy wplyw traktowania doksorubicyny glownie w klonie z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc (ryc. 45), gdzie traktowanie komorek chemioterapeutykiem
spowodowato istotne obnizenie potencjalu na wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Nieco
podobng tendencje mozna zaobserwowac rowniez w przypadku pozostatych klonéw linii

MDA-MB-231 traktowanych doksorubicyna.
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Ryc. 45 Potencjal na wewnetrznej blonie mitochondrialnej; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
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Potencjal na wewngtrznej blonie mitochondrialnej jest niejako wynikiem
funkcjonowania catego tancucha oddechowego znajdujacego si¢ w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej. W zwigzku z tym, jego stan jest uzalezniony m.in. od poziomu i
wydajnosci poszczegolnych komplekséw tancucha oddechowego. Dlatego tez, w pierwszej
kolejnosci, wykorzystujac technike Western Blot sprawdzitam poziom wybranych
podjednostek komplekséw *tancucha oddechowego (NDUFB8 — kompleks I, SDHB —
kompleks 11, UQCR2 — kompleks I1l, MTCO1 — kompleks 1V) jak rowniez syntazy ATP
(ATP5A). Na rycinach oraz w opisie analizy przyjeto, ze poziom wyzej wspomnianych
podjednostek umownie oznacza¢ bedzie poziom odpowiadajacym im komplekséw oraz
syntazy ATP. Nalezy podkresli¢ iz trudnosci jakie napotkatam podczas 0znaczenia poziomu
podjednostki kompleksu 1 (bardzo niski jej poziom) uniemozliwity mi uzyskanie
miarodajnych wynikow, co w konsekwencji spowodowato ich brak w niniejszej analizie.
Dlatego tez wyniki przedstawione na rycinie 46 przedstawiaja analize wylacznie poziomu
podjednostek komplekséow Il — IV oraz syntazy ATP. O ile traktowanie doksorubicyna
spowodowato obnizenie potencjatu na wewngetrznej blonie mitochondrialnej gtownie w klonie
z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO), tak w przypadku
poziomu podjednostek poszczegdlnych komplekséw tancucha oddechowego nie zauwazytam
istotnych statystycznie roéznic w odpowiedzi komorek rdéznigcych si¢ poziomem biatka
p66Shc na traktowanie doksorubicyng (ryc. 46A, B). W przypadku klonu kontrolnego (K) we
wszystkich kompleksach tancucha oddechowego oraz syntazy ATP zaobserwowatam jedynie
tendencje¢ do podwyzszenia poziomu podjednostek kompleksow po traktowaniu
doksorubicyng. Przeciwnie, jesli chodzi o klon z podwyzszonym poziomem biatka ze
zmutowang forma reszty Ser36, gdzie po traktowaniu doksorubicyna wystepuje tendencja
spadkowa (kompleksy: II, Il oraz syntaza ATP). Wydaje si¢, ze najmniej podatnymi na
zmiany w wyniku traktowania chemioterapeutykiem sg klony: z podwyzszonym poziomem
biatka p66Shc (1 p66Shc) oraz klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc
(p66Shc KO).
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Ryc. 46 Poziom wybranych podjednostek komplekséw lancucha oddechowego (kompleksy I — IV) oraz
syntazy ATP. Poziom podjednostek kompleksow wystandaryzowano w odniesieniu do biatka referencyjnego
GAPDH (A); przyktadowy wynik analizy Western Blot (B)
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4.3.5. Charakterystyka profilu energetycznego badanych klonéw linii nowotworowej
MDA-MB-231 obejmujaca aktywnos¢ glikolityczna oraz oddychanie tlenowe

W kolejnym etapie swojej pracy postanowitam sprawdzi¢ jak zmiana poziomu biatka
p66Shc moze wplynaé na profil energetyczny m.in. aktywno$¢ glikolityczng oraz oddychanie
tlenowe poszczegodlnych klonow linit MDA-MB-231. Co wigcej, pomimo niewielkich réznic
zaobserwowanych w warto$ciach potencjatu na wewngtrznej blonie mitochondrialnej oraz w
poziomie podjednostek *tancucha oddechowego badanych klonéw linii MDA-MB-231
traktowanych doksorubicyng, chciatlam sprawdzi¢ czy zmiana poziomu biatka p66Shc jak
réwniez towarzyszace jej zmiany w metabolizmie komorki bedg miaty wplyw na odpowiedz
komorki na traktowanie doksorubicyng. Nalezy podkresli¢, iz w niniejszym rozdziale do
pomiaru parametrow bioenergetycznych wykorzystano analizator pltynow
zewnatrzkomorkowych Seahorse XFe96 (odmiennie niz miato to miejsce w rozdziale 4.2.6).
Celowo$¢ niniejszego zabiegu polegata na przeprowadzeniu szerszego panelu
doswiadczalnego, uwzgledniajacego nie tylko pomiar oddychania komérkowego (jak miato to
miejsce w przypadku pomiarow przy uzyciu Oxygraph-2k-OROBOROS) lecz rowniez
pomiaru parametréw glikolitycznych, ktére mierzono w czasie rzeczywistym. Do gtownych
zalet pomiarow z wykorzystaniem analizatora Seahorse XFe96 zaliczy¢ mozna konieczno$¢
uzycia zdecydowanie mniejszej liczby komoérek jak rowniez jednoczesny pomiar wszystkich
badanych klonow traktowanych i nietraktowanych doksorubicyna na jednej plytce.

W niniejszym rozdziale zmierzone zostaly ,,wskazniki” niejako dwoch glownych
szlakow wytwarzania ATP przez komorke: glikolizy oraz fosforylacji oksydacyjnej, ktore
mierzone byly w czasie rzeczywistym i zostaly wyrazone jako szybkos§¢ zakwaszenia
zewnatrzkomorkowego (ECAR) oraz szybkos¢ zuzycia tlenu (OCR). Na podstawie pomiaréw
ECAR i OCR mozliwe bylo okreslenie szybkosci wyptywu protonow H* (PER ang. Proton
efflux rate) rozumianej jako liczbg protonow eksportowanych przez komorki do pozywki
testowej w czasie, wyrazonej w jednostkach — pmol/min (tzw. zakwaszenie
zewnatrzkomorkowe), jak rowniez szybko$¢ wyptywu protonéw H* pochodzacych wytacznie
z glikolizy tzw. glycoPER. W kontekscie zastosowanego zestawu pomiarowego ,,Glycolytic
Rate Assay Kit”, termin glikoliza rozumiany jest jako proces przeksztatcania glukozy w
mleczan.

Pomiary zostaly wykonane na analizatorze pltynéw zewnatrzkomorkowych Seahorse
XFe96 w ramach wspotpracy, przez dr Vilme A. Sarddo (CNC - Center for Neuroscience and

Cell Biology, University of Coimbra). Wyniki zostaly znormalizowane przy uzyciu techniki
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SRB, za$ analiza wynikéw oraz ich interpretacja zostata przeprowadzona bezposrednio przeze
mnie. Chciatam rowniez zwroci¢ uwage na to, iz w zwigzku z trudnosciami, jakie napotkatam
podczas bezposredniego tlumaczenia na jezyk polski poje¢ naukowych zwigzanych z
przeprowadzonymi do$wiadczeniami (gldwnie czeSci dotyczacej glikolizy), wszystkie wyniki
uzyskane z wykorzystaniem analizatora Seahorse XFe96 zostang przedstawione na rycinach z
zastosowaniem poje¢ w jezyku angielskim. Niniejszy zabieg ma na celu zachowanie jasnosci
w ich zrozumieniu oraz przejrzystosci analizowanych wynikow. Ponadto, podczas analizy
aktywnosci glikolitycznej oraz oddychania tlenowego wyniki zostaty opisane w taki sposob,
Ze najpierw przedstawitam analiz¢ danego parametru w poszczegdlnych klonach linii MDA-
MB-231, a nastgpnie analiz¢ wptywu traktowania doksorubicyng na ten parametr w badanych
klonach linii MDA-MB-231.

e Aktywnos$é glikolityczna

Pomiary ECAR oraz OCR umozliwity okreslenie catkowitej szybkosci wyptywu
protonow (PER), a zobrazowanie profilu przebiegu do$wiadczenia (przebiegu krzywych),
przedstawitam na ryc. 14. Na podstawie przebiegu krzywych mozliwe jest okreslenie
potencjalnych roéznic w poszczegodlnych parametrach glikolitycznych badanych klonow linii
MDA-MB-231 jak réowniez réznic wynikajacych z traktowania doksorubicyng. Wszystkie
parametry bioenergetyczne uzyskane przy uzyciu analizatora Seahorse XFe96 zostaly
wyliczone na podstawie danych uzyskanych z przebiegu krzywych odpowiednio: ECAR,
OCR oraz PER. Dokladniejszy opis przebiegu calego doswiadczenia zostat umieszczony przy
opisie analizy poszczegdlnych parametrow bioenergetycznych (takich jak: basal glycolysis,
basal PER, itd.). W skrocie, analiza przy uzyciu zestawu ,,Glycolytic Rate Assay Kit”
polegala w pierwszej kolejno$ci na zmierzeniu parametrow bioenergetycznych w tzw. stanie
podstawowym, kolejno dodaniu inhibitoréw mitochondrialnych: rotenonu oraz antymycyny A
(i zmierzeniu odpowiednich parametrow bioenergetycznych), a nastgpnie dodaniu analogu
glukozy (2-DG) w ostatnim etapie analizy. W celu jasnej prezentacji i lepszego zrozumienia
uzyskanych wynikow, ponizej zostaly zamieszczone schematy przebiegu krzywych
zakwaszenia zewnatrzkomoérkowego PER. Rycina 47A przedstawia jak zmiana poziomu
biatka p66Shc wptyneta na przebieg PER oraz w jaki sposdb poszczegdlne klony linii MDA -
MB-231 z odmiennym poziomem biatka p66Shc reaguja na traktowanie doksorubicyng (ryc.

47B). Mozna zauwazy¢, ze w przypadku klonéw traktowanych doksorubicyna (ryc. 47B),
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klon kontrolny (K) nieco bardziej ,,odstaje” od pozostatych niz ma to miejsce w przypadku

klonow nietraktowanych doksorubicyna (ryc. 47A).

A) B) Klony linii MDA-MB-231
Klony linii MDA-MB-231 (+) DOX
140 ‘ 140
Rot/AA 2-DG
120+ Jv l' 1
100 1 - K
= }posshe

4 fmut—SerSG-prjShc
-¥- KO p66She

Proton efflux rate (pmol/min)
Proton efflux rate (pmol/min)

80 80

Czas (min.) Czas (min.)

Ryc. 47 Profil zakwaszenia zewngtrzkomérkowego PER dla poszczegolnych klonow linii MDA-MB-
231 nietraktowanych (A) oraz traktowanych DOX (B)

Ponadto, aby lepiej zobrazowaé rdéznice pomigdzy poszczegdlnymi Klonami w przebiegu
krzywych PER, rycina 48 ilustruje zmiany jakie mozna zaobserwowaé¢ W konsekwencji
traktowania doksorubicyng. W przypadku kontroli zauwazytam wzrost w ogdlnym przebiegu
PER po traktowaniu doksorubicyng. W przypadku klonéw z podwyzszonym poziomem
biatka p66Shc (1 p66Shc) jak rowniez klonu z wyciszonym genem kodujacym biatko p66Shc
(p66Shc KO), nie zaobserwowatam zmian w przebiegu PER, badZz zauwazytam spadek w
przypadku podwyzszenia poziomu zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66She (1 mut-
Ser36-p66Shc).
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Ryc. 48 Poréwnanie profilu przebiegu krzywych zakwaszenia zewngatrzkomérkowego PER pomiedzy
liniami nietraktowanymi i traktowanymi doksorusbicyng

Wigkszo$¢ komorek (zwlaszcza komorki nowotworowe) wykazuje zdolnosci
adaptacyjne, polegajace na ,przelaczania si¢” migdzy dwoma szlakami: glikoliza oraz
fosforylacja oksydacyjng. W skrocie, glukoza w komorce jest przeksztatcana do pirogronianu,
a nastepnie do mleczanu (w cytoplazmie) badz CO2 i H20 (w mitochondriach), co ostatecznie
skutkuje wyptywem H* do $rodowiska zewngtrzkomdrkowego. Oznacza to, ze rOwniez
mitochondria  (przyczyniajac  si¢ po czgsci do  mierzonego  zakwaszenia
zewnatrzkomorkowego) majg swoja sktadowa na wartos¢ catkowitego PER. Odejmujac
,,udzial” mitochondriow w catkowitym zakwaszeniu, otrzymuje si¢ warto$¢ glycoPER, ktora
obejmuje tylko i wylacznie proces glikolizy (parametr glycoPER jest $cisle skorelowany z
tempem zewnatrzkomorkowej produkeji mleczanu). Pomiar ten umozliwia zatem oceng (w
czasie rzeczywistym) zmian szybkosci glikolizy. Rycina 49A, przedstawia przebieg krzywych
PER oraz glycoPER w klonach linit MDA-MB-231, r6znigcych si¢ poziomem biatka p66Shc,
obrazujacy ,,udzial” glikolizy w procesach wytwarzania ATP w badanych klonach jak
rowniez w klonach traktowanych doksorubicyna (ryc. 49B). Z przebiegu krzywych mozna
wnioskowa¢, iz w klonach linii MDA-MB-231 znaczacy udziat w PER ma glikoliza (ryc.
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49A). Co wigcej, w przypadku klonu z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc
(p66Shc KO) parametr glycoPER jest niemalze identyczny z przebiegiem cafkowitego PER,
co $wiadczy o mniejszym udziale fosforylacji oksydacyjnej w procesie produkcji ATP w tych
komorkach (co znajdowalo takze potwierdzenie w poziomie podjednostek profilu OXPHOS).
Wyniki uzyskane z traktowania doksorubicyng poszczegdlnych klonéw nie zmienity w
znaczacy sposOb przebiegu krzywych (ryc. 49B). Mozna jedynie wskazaé na niewielkie
podwyzszenie w ogolnym przebiegu PER i glycoPER w przypadku klonow: z podwyzszonym
poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) oraz z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko
p66Shc (p66Shc KO).
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Ryc. 49 Profile zakwaszenia zewnatrzkomérkowego PER oraz glycoPER w badanych klonach linii
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MDA-MB-231 nietraktowanych (A) oraz traktowanych DOX (B)

Analiza przy uzyciu zestawu ,,Glycolytic Rate Assay Kit” zostata rozpoczgta poprzez
inkubacj¢ komorek z pozywka hodowlang zalaczong do zestawu pomiarowego, zawierajaca
niezbgdne substraty w postaci: glukozy, glutaminy, pirogronianu jak réwniez buforu HEPES.
Na tym etapie pomiardw mozliwe bylto okreslenie podstawowego poziomu takich parametrow
bioenergetycznych jak: ,basal glycolysis”, ,basal PER”, ,basal ECAR” oraz ,basal
mitochondrial respiration®” (wykresy dotyczace oddychania mitochondrialnego zostang
przedstawione w odnosniku ,,0ddychanie tlenowe”). Nie zaobserwowatam istotnych réznic w
poziomie parametru ,,basal PER”, niemniej jednak mozna zauwazy¢ tendencje do nieco
wyzszego poziomu tego parametru w klonie z wyciszong ekspresjg genu kodujacego biatko
p66Shc (p66Shc KO) zarowno nietraktowanego jak i traktowanego doksorubicyng (ryc. 50).

# Zachowanie poje¢ naukowych w jezyku angielskim, ze wzgledu na trudno$ci w ich tlumaczeniu
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Ryc. 50 Podstawowy poziom parametru bioenergetycznego ,,basal PER” mierzonego w pierwszym
etapie analizy

Nastepnie, aby wymusi¢ w komoérkach mechanizmy kompensacyjne, prowadzace do
zwickszenia tempa glikolizy, majace na celu pokrycie zapotrzebowania energetycznego
komorek — dodane zostaty inhibitory tancucha oddechowego: rotenon i antymycyna A,
hamujace odpowiednio kompleks | i Il tancucha oddechowego. Dzigki zahamowaniu
oddychania tlenowego (OCR), mozliwe jest policzenie nie tylko wartoSci parametru
,,glycoPER”, ale réwniez okreSlenie parametru tzw. ,,compensatory glycolysis”, czyli
szybkosci glikolizy po zahamowaniu mitochondrialnego tancucha oddechowego (ryc. 51). W
celu tatwiejszej interpretacji, parametr ,,compensatory glycolysis” przedstawitam wspoélnie z
parametrem ,,basal glycolysis”. | tak, podobnie jak w przypadku poprzednich parametrow, nie
stwierdzitam réznicy pomigdzy klonami linii MDA-MB-231 r6znigcymi si¢ poziomem biatka
p66Shc w parametrach: ,,basal glycolysis” oraz ,,compensatory glycolysis” (zmiana poziomu
p66Shc nie wplyngla na wspomniane parametry). Dopiero traktowanie komorek
doksorubicyng spowodowato pojawienie si¢ znaczacych réznic w parametrze ,,compensatory
glycolysis”, wystepujacych pomigdzy kontrolg (K - (+) DOX) a nastgpujacymi klonami: z
podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66Shc (T mut-Ser36-
p66Shc) oraz z wyciszong ekspresja genu kodujacego p66Shc (p66Shc KO) rowniez
traktowanymi chemioterapeutykiem (ryc. 51B). Parametr ,,basal glycolysis” nie wykazuje
roéznic zarowno w konteks$cie wpltywu (zmiany) poziomu biatka p66Shc na badany parametr

ani w kontekscie wplywu traktowania doksorubicyng (ryc. 51A).
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Ryc. 51 Podstawowa aktywnos$¢ glikolityczna w przypadku braku syntezy ATP w mitochondriach
* n<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Dodanie analogu glukozy (2-DG) w ostatnim etapie analizy, miato na celu
potwierdzenie specyficznosci pomiaru szlaku glikolitycznego. Obnizenie warto$ci parametru
PER w wyniku dodania 2-DG potwierdza, ze mierzony przed dodaniem wspomnianego
analogu parametr PER pochodzi glownie z glikolizy. Parametr ,,post 2-DG acidification”
okresla zakwaszenie zewnatrzkomorkowe, ktore nie jest zwigzane ani ze szlakiem glikolizy
ani fosforylacji oksydacyjnej. Nie zaobserwowatam istotnych r6znic w niniejszym parametrze
zarowno W konteks$cie roznic wynikajacych ze zmiany poziomu biatka p66Shc jak 1 w

odpowiedzi badanych klonow na traktowanie doksorubicyng (ryc. 52).

Post 2-DG acidification
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Ryc. 52 Zakwaszenie zewnatrzkomorkowe niezwigzane z glikoliza oraz fosforylacja oksydacyjna

Podsumowujac, na rycinach 53A oraz 53B przedstawitam procentowy udziat
zakwaszenia zewnatrzkomorkowego (PER) pochodzacego z glikolizy, ktory uwidacznia
najbardziej istotne rdéznice pomigdzy badanymi klonami w kontek$cie zmian poziomu biatka
p66Shc. Klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) wykazuje
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najwyzszy odsetek parametru ,,% PER from glycolysis” w stosunku do wszystkich badanych
klonéw linii MDA-MB-231 (ryc. 53A, B). Najwigksza roéznica (** p<0,01) obserwowana jest
pomiedzy wspomnianym klonem (p66Shc KO) a kontrolg (K). Niemniej jednak,
zaobserwowalam istotne roéznice pomigdzy klonem z wyciszong ekspresja genu kodujacego
biatko p66Shc a odpowiednio klonami: z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1
p66Shc) oraz z podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66Shc
(1 mut-Ser36-p66Shc) (* p<0,05). Interesujacym wydaje si¢ fakt, iz w kwestii odpowiedzi
komorek (wykazujacych odmienny poziom p66Shc) na traktowanie doksorubicyng,
obserwowane roznice (* p<0,05) dotycza rowniez komorek klonu z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) w stosunku do komorek kontrolnych rowniez
traktowanych chemioterapeutykiem (K — (+) DOX) (ryc. 53A).

Nadekspi
Kontrola Nadekspresja p66She mut-! Sﬂ}ﬁ p66$l|c pé6She KO
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Ryc. 53 Udzial procentowy ,,PER from glycolysis” klonow traktowanych i nietraktowanych DOX w
formie wykresu stupkowego (A) oraz kolowego (B); * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

e (Oddychanie tlenowe

Kolejnym krokiem w moich badaniach byto oznaczenie ,,0ddychania komoérkowego w
stanie podstawowym” (tzw. basal mitochondrial respiration) zwigzanego z oksydacyjna
fosforylacjg przebiegajaca w mitochondriach. Miato to na celu uzyskanie odpowiedzi na
pytanie, ktory z glownych szlakow pozyskiwania ATP jest charakterystyczny dla r6zniacych
si¢ poziomem biatka p66Shc, badanych klonow linii MDA-MB-231. Dodatkowo, chciatam

zbada¢, czy traktowanie doksorubicyna zmieni profil metaboliczny badanych klonéw linii
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MDA-MB-231. Z przeprowadzonych przeze mnie pomiaréw wynika, ze najbardziej istotne
statystycznie obnizenie szybkos$ci zuzycia tlenu w stanie podstawowym zaobserwowa¢ mozna
pomiedzy komorkami kontrolnymi (K), a komorkami klonu z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) (ryc. 54). Co wigcej, zuzycie tlenu w stanie
podstawowym w przypadku komorek wspomnianego klonu (p66She KO) znaczaco rdzni si¢
takze w stosunku do wszystkich pozostatych klonoéw linii MDA-MB-231: z podwyzszonym
poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) oraz podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie
Ser36 formy biatka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc). Co wiecej, pomiary z wykorzystaniem
analizatora Seahorse potwierdzily moje wczesniejsze wyniki uzyskane z wykorzystaniem
elektrody tlenowej (Oroboros). Nalezy bowiem podkreslic, iz dokltadniejsza analiza
oddychania komorkowego komorek klonow roézniacych si¢ poziomem biatka p66She zostata
przedstawiona w rozdziale 4.2.6. Co ciekawe, w kontekscie odpowiedzi komorek
poszczegbélnych klonéw (z odmiennym poziomem biatka p66Shc) na traktowanie
doksorubicyna, jedyna istotna rdéznica w badanym parametrze wystepuje pomiedzy
komorkami kontrolnymi (K) i (ponownie) klonem z wyciszong ekspresjg genu kodujacego
biatko p66Shc (p66Shc KO) w obu przypadkach traktowanych chemioterapeutykiem (ryc.
54). Nie zauwazylam zmian w zuzyciu tlenu w stanie podstawowym w obregbie zadnego z

badanych klonéw na poziomie traktowane — nietraktowane doksorubicyna.

Basal mitochondrial respiration
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Ryc. 54 Szybkos$¢ zuzycia tlenu w komérkach w stanie podstawowym; * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001

Wykorzystujac dane uzyskane z pomiaru takich parametrow jak: ,,basal ECAR” i
,basal OCR”, postanowitam okresli¢ fenotyp metaboliczny badanych klonéw linii MDA-
MB-231, w celu przypisania im charakterystycznej ,,sygnatury” metabolicznej. Sposrod
badanych klonow najbardziej ,,odrgbnym” (wyrozniajacym si¢) jest klon z wyciszong
ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO), ktory zdecydowanie wykazuje
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fenotyp bardziej glikolityczny (ryc. 55A). Interesujacym wydaje si¢ fakt, ze traktowanie
doksorubicyna spowodowalo obnizenie oddychania komoérkowego w klonach: z
podwyzszonym poziomem p66Shc (T p66Shc) oraz z podwyzszonym poziomem zmutowanej
w reszcie Ser36 formy bialka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc), przy jednoczesnie
niezmienionym poziomie glikolizy (ryc. 55B, C). Jednakze, w przypadku klonéw kontrolnego
(K) oraz z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO)
zaobserwowatlam sytuacje odwrotng, mianowicie traktowanie chemioterapeutykiem

poskutkowato przesuni¢ciem fenotypu w kierunku bardziej glikolitycznego (ryc. 55B, C).

Klony linii MDA-MB-231
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Ryc. 55 Fenotyp metaboliczny klonéw linii MDA-MB-231 nietraktowanych (A) i traktowanych DOX
(B) oraz pojedynczych klonéw (-/+ DOX) (C)

4.3.6. Wplyw doksorubicyny na poziom reaktywnych form tlenu oraz ochrony
antyoksydacyjnej w komérkach z odmiennym poziomem biatka p66Shc

Wiadomo, ze biatko p66Shc moze wplywaé na zmiang metabolizmu komorek
nowotworowych, 0 czym mozna dowiedzie¢ si¢ m.in. z pracy zaprezentowanej przez
SOLIMAN 1 wWsP. (2014), a co réwniez pokazuje przedstawiona powyzej analiza wybranych
parametrow bioenergetycznych. Niemniej jednak, niejednokrotnie podkreslano udzial biatka
p66Shc w procesie stresu oksydacyjnego, dlatego tez kolejnym etapem niniejszej rozprawy
doktorskiej bylo sprawdzenie jaka jest odpowiedz komorek poszczegodlnych klondéw linii
nowotworowej MDA-MB-231 na traktowanie doksorubicyng w kontekscie poziomu RFT jak
rowniez statusu ochrony antyoksydacyjnej. Jest to o tyle interesujace, poniewaz

doksorubicyna manifestuje swoje dziatanie za posrednictwem mitochondriow wlasnie
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poprzez m.in. zwigkszong produkcje RFT. W zwigzku z tym sprawdzitam poziom wybranych
RFT takich jak: poziom cytozolowego jak i mitochondrialnego anionorodnika
ponadtlenkowego oraz wzgledng ilo$¢ reaktywnych form tlenu gtdéwnie w postaci nadtlenku
wodoru z zastosowaniem specyficznych sond fluorescencyjnych w odpowiedzi na
traktowanie chemioterapeutykiem (DOX). Nalezy zaznaczy¢, ze W niniejszym rozdziale
analizowana bedzie wylacznie odpowiedz komodrek poszczegdlnych klonow linii MDA-MB-
231 na traktowanie doksorubicyng z pomini¢gciem wplywu zmiany poziomu biatka p66Shc na
analizowane parametry. Zostal on bowiem szczegdétowo przeanalizowany w rozdziale 4.2.4,
gdzie przedstawiono wplyw zmiany poziomu biatka p66Shc na wszystkie ponizej pokazane

parametry zarowno w klonach linii nowotworowych MDA-MB-231 jak i MCF-7.

e Analiza poziomu reaktywnych form tlenu

Analiza poziomu nadtlenku wodoru pokazata, ze najwigksza wrazliwos¢ na traktowanie
komorek doksorubicyng wykazuje klon z podwyzszonym poziomem zmutowanej W reszcie
Ser36 formy biatka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc). Przektada si¢ to na istotny statystycznie (*
p<0,05) wzrost poziomu RFT w postaci H.O, w wyniku traktowania komoérek wspomnianego
Klonu (T mut-Ser36-p66Shc) doksorubicyng (ryc. 56) wzgledem tego samego klonu
nietraktowanego chemioterapeutykiem. Jednakze, podobng tendencje zaobserwowatam w
klonach: kontrolnym (K) oraz z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc), gdzie

traktowanie doksorubicyng réwniez zwigkszyto poziom H20,.
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Ryc. 56 Poziom nadtlenku wodoru w badanych klonach linii MDA-MB-231; * p<0,05, ** p<0,01, ***
p<0,001

Dodatkowo sprawdzitam roéwniez poziom obu anionorodnikéw ponadtlenkowych:

cytozolowego oraz mitochondrialnego. Niemniej jednak, w poziomie obu anionorodnikéw nie
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zauwazytam wigkszych ro6znic w wyniku traktowania komodrek badanych klonow
doksorubicyng (ryc. 57A, B). Mozna mowi¢ jedynie o tendencji wzrostowej wylacznie
poziomu cytozolowego anionorodnika ponadtlenkowego w komorkach wszystkich klonow

traktowanych doksorubicyng (ryc. 57B).
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Ryc. 57 Poziom reaktywnych form tlenu: cytozolowego anionorodnika ponadtlenkowego (A) oraz
mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego (B)

Odnoszac si¢ do wynikow uzyskanych dla mitochondrialnego anionorodnika
ponadtlenkowego niezwykle istotng kwesti¢ stanowig trudnosci jakie napotkalam podczas
jego pomiaru. Mianowicie nalezy zwroci¢ uwage, iz uzyskane wyniki moze charakteryzowac
blizej nieokreslony (Wysoki) stopien bledu. Jest to spowodowane w duzym stopniu
odklejaniem si¢ komorek (zwlaszcza komorek ze zmienionym poziomem biatka p66Shc
traktowanych doksorubicyna) od powierzchni dna ptytki 24-dotkowej w wyniku inkubacji z
sonda fluorescencyjng MitoSox Red. Spowodowato to w wiekszosci wykonanych powtorzen,
znaczacy spadek ilosci adherentnych komorek mozliwych do zobrazowania w laserowym
cytometrze skaningowym. Proby pokrycia ptytek poly-D-lizyng (stosowanej do powlekania
powierzchni, utatwiajac komoérkom ich przyleganie) nie przyniosty oczekiwanego rezultatu,
co w konsekwencji znaczaco obnizyto jako$¢ uzyskanych wynikow, obarczonych btgdem
zwigzanym z wysoka selekcja komorek (odklejanie si¢ zdecydowanej wiekszosci komorek, a
co za tym idzie obrazowanie komorek najbardziej ,,odpornych” na ten proces). Problem
najbardziej widoczny jest w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujgcego biatko p66Shc
(p66Shc KO), gdzie udato si¢ zobrazowa¢ wylgcznie pojedyncze komorki. Stad moze
wynika¢ niezwykle wyréwnany poziom mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego
we wszystkich badanych klonach linii MDA-MB-231 traktowanych i nietraktowanych
doksorubicyna.
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Dla uwidocznienia skali problemu ponizej na rycinie 58 zamieszczono przyktadowy
obraz uzyskany z pomiaru mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego, ktory

ilustruje najlepszy z uzyskanych pomiarow.

() DOX (+) DOX
| |

t psssnc e &

1 mut-Ser36-
p66Shc

- ------

Ryc. 58 Reprezentatywny obraz skanowanej plytki 24-dotkowej podczas pomiaru mt.O2™ przy uzyciu
laserowego cytometru skaningowego iCys

e Analiza poziomu wybranych enzymoéw antyoksvdacyinych

Biorgc pod uwage fakt, ze biatko adaptorowe p66Shc bierze udziat w odpowiedzi komorki
na stres oksydacyjny oprocz powyzej przedstawionej analizy poziomu wzglednych ilosci
RFT, postanowitam sprawdzi¢ $ci§le z tym zwigzany poziom enzymow antyoksydacyjnych.
Wiadomo, ze poziom RFT jest w bezposredniej rownowadze z dziataniem systemu ochrony
antyoksydacyjnej. W zwigzku z tym, sprawdzilam poziom nast¢pujacych enzymow
antyoksydacyjnych: SOD1, SOD2, GR oraz Cat. Ryciny 59A i 59B przedstawiaja analizg
poziomu wspomnianych enzymow antyoksydacyjnych uzyskanych dzigki technice Western
Blot, z ktorej niestety nie udato si¢ okresli¢c wspolnej dla wszystkich analizowanych enzymow
tendencji. Nie zaobserwowatam istotnych statystycznie roznic w poziomie enzymow
antyoksydacyjnych  pomigdzy danymi klonami traktowanymi i nietraktowanymi

doksorubicyna.

163



A)

Poziom reduktazy glutationowej Poziom katalazy
140 140
120 120
. 100 T .- 100
=3} (=3
& 5 80+ & = 80
S5 58
fé < 60 Ej < 60
7 40 7 04
20 20
0 T T — 0 T T —
fp()(vSllc ?mut-SerSG p66She KO *p()GSh: fmut-SerS() p66She KO
p665She p66She
pDOX - + -+ — -+ pOX - + - * -+ -+
Poziom SOD 1 Poziom SOD 2
140 180
1204 160-]
= 100 = 1407
2= E = 120
-« *E' 80+ - % 100
v E @ g
=2 e 82 80
= = -
7 404 g- e
40-]
20 204
) 0 I
fmut-Schﬁ p66She KO fpﬁGShc *mui-Ser36 p66She KO
p66She Po6She
DOx - + -+ -+ -+ DOX - + -+ -+ -+
B)
DOX 6 ®H 6 6H 60 ®H 66

Katalaza

Legenda: 1- K 2 * p66Shc 3- f mut-Ser36-p66Shc 4 — p66Shc KO

Ryc. 59 Poziom enzyméw antyoksydacyjnych. Poziom bialek wystandaryzowano w odniesieniu do biatka
referencyjnego GAPDH (A); przyktadowy wynik analizy Western Blot (B)

e Aktywnos$¢ antyoksydacyina

Analiza poziomu enzymow tzw. ,,pierwszej linii obrony” nie wykazata znaczacych
r6znic W odpowiedzi na traktowanie doksorubicyng. Dlatego tez, dla uzyskania petniejszego
obrazu systemu obrony antyoksydacyjnej zbadatam rowniez ,,zdolnosci antyoksydacyjne” w
poszczegolnych klonach linii MDA-MB-231 przy uzyciu techniki ABTS. Metoda ta
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umozliwia wykrycie przeciwutleniaczy zaréwno lipofilowych jak i hydrofilowych, w tym np.
flawonoidow, hydroksycynamonianow, karotenoidéw czy przeciwutleniaczy osocza. W tym
celu, na samym poczatku wykonano krzywg doboru st¢zenia, na podstawie ktorej wybrano
odpowiednig ilos¢ lizatu komérkowego uzytego do wiasciwej analizy (10pg, 20ug, 40ug,
50ug, 80ug, 100ug, 120ug, 150ug, 200ug, 300ug, 500ug). Na podstawie wspolczynnika
regresji R? wybrano iloé¢ lizatu komoérkowego odpowiadajaca 120ug biatka uzyta do
dalszych doswiadczen (ryc. 60). Wartos¢ R? dla wybranej iloéci lizatu komoérkowego (120pg)
nie jest najblizsza 1 (w poroéwnaniu z innymi badanymi stezeniami), niemniej jednak ten
wybor podyktowany byt réwniez dostgpnoscia materialu badawczego, stad ilo$¢ 120pug
wydawala si¢ by¢ optymalna pod katem obu kryteriow. Ponadto, ilosci: 10ug, 20ug, 40ug,
50ung, 80ug nie zostaly pokazane na rycinie 60 ze wzgledu na zachowanie bardziej

przejrzystej prezentacji (wykazywaty one dalekie od 1 warto$ci wspotczynnika regresji R?).

Krzywa doboru stezenia bialka
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Ryc. 60 Krzywa doboru optymalnej ilosci lizatu komérkowego na podstawie wspolezynnika regresji R?

Uzyskane wyniki wskazuja na brak istotnych ro6znic w ,,zdolnosci antyoksydacyjnej”
pomiedzy poszczegdlnymi klonami rdéznigcymi si¢ poziomem biatka p66Shc
(nietraktowanymi doksorubicyng), co pokazuje rycina 61. Tak wigc, sama zmiana poziomu
biatka p66Shc nie wplyneta w sposdb znaczacy na ,,zdolnosci antyoksydacyjnej” badanych
klonéw. Ponadto, nie zauwazytam takze réznic w odpowiedzi komorek charakteryzujacych
si¢ odmiennym poziomem p66Shc na traktowanie doksorubicyng. Oznacza to, ze nie
zaobserwowatam roznic w obrebie danego klonu nietraktowanego 1 traktowanego

doksorubicyng.
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Ryc. 61 Wykres przedstawiajgcy aktywnos$¢ antyoksydacyjng w badanych klonach linii MDA-MB-231

4.3.7. Wplyw traktowania doksorubicyng na przezywalno$¢ (apoptoze) komorek
poszczegolnych klonéw linii MDA-MB-231

Zwigzek biatka p66Shc z proliferacja komorek jak rowniez procesem apoptozy, z
punktu widzenia komodrek nowotworowych wydaje si¢ by¢ niezwykle obiecujacym celem w
kontekscie stosowanych terapii antynowotworowych. Dlatego tez, w niniejszej pracy
postanowitam sprawdzi¢ jak zmiana poziomu biatka p66Shc jak réwniez odpowiedz komorek
poszczegolnych klonow linii MDA-MB-231 na traktowanie doksorubicyna, moze wptynaé na
proces apoptozy w badanych komorkach, a tym samym na ich przezywalnosé. W tym celu,
wykorzystujac komercyjnie dostepny test aneksyna V FITC/Pl, sprawdzitam odsetek
komorek zywych, wczesno- 1 péznoapoptotycznych we wspomnianych klonach linii MDA-
MB-231 =z wykorzystaniem cytometru przepltywowego. Rozmieszczenie ,,chmur”
wspomnianych grup komorek, uwidacznia réznice wynikajace zarbwno ze zmiany poziomu

biatka p66Shce (ryc. 62A) jak i odpowiedzi na zastosowany chemioterapeutyk (ryc. 63A, B).
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Ryc. 62 Przykladowe wykresy rozrzutu przedstawiajace zmiany intensywnosci §wiecenia aneksyny V
oraz Pl. Okreslenie odsetka komoérek zywych (aneksyna V-/Pl-; lewy dolny kwadrat przezywalnosci),
wczesnoapoptotycznych (aneksyna V+/Pl-; prawy dolny kwadrat wykresow przezywalnosci) i
poznoapoptotycznych (ancksyna V +/PI+; prawy gorny kwadrat wykresow przezywalno$ci) w
poszczegdlnych klonach (-) DOX (A) oraz (+) DOX (B) linii MDA-MB-231

Z przeprowadzonej analizy mozna wnioskowaé, ze sama zmiana poziomu biatka p66Shc nie
wplynela znaczaco na przezywalno$¢ komorek. Niemniej jednak, interesujacym wydaje si¢
jednak fakt, ze zmiana poziomu biatka p66Shc ma istotny wptyw na przezywalnos¢ komorek,
w momencie kiedy traktowane sg one doksorubicyng (ryc. 63A). Mianowicie, znaczace
roznice w poziomie zywych komorek zauwazylam glownie pomiedzy traktowanym
doksorubicyng klonem z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66She (p66Shec KO),
a nastepujagcymi klonami: z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) oraz z
podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66Shc (1 mut-Ser36-
p66Shc), co jest widoczne na rycinie 63A. Co wiecej, istotne statystycznie rdznice
zaobserwowatam rowniez w  kontek$cie odpowiedzi komoérek na traktowanie
chemioterapeutykiem (dany klon nietraktowany i traktowany doksorubicyng), €O jest
widoczne w poziomie =zaré6wno zywych komorek (ryc. 63A) jak i komorek
wczesnoapoptotycznych (ryc. 63B). W przypadku poziomu komorek zywych istotne réznice
dotycza nastepujacych klonéw nietraktowanych i traktowanych doksorubicyng: klon
stanowigcy kontrole (K), (* p<0,05) oraz z wyciszong ekspresja genu kodujgcego biatko
p66Shc (p66Shc KO), (*** p<0,001). W obu przypadkach traktowanie komorek
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doksorubicyng spowodowalo znaczacy spadek ilosci zywych komoérek w stosunku do
komorek nietraktowanych chemioterapeutykiem (ryc. 63A). Jesli chodzi o rdoznice w
poziomie komoérek wcezesnoapoptotycznych to zauwazytam podobng tendencje co w
przypadku poziomu komoérek zywych. Podobnie, klon z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO), traktowany doksorubicyng rézni si¢ rowniez od
traktowanych klonow: z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc) oraz z
podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66Shc (T mut-Ser36-
p66Shc), (ryc. 63B). Ponadto, klon p66Shc KO traktowany doksorubicyng wykazuje istotne
statystycznie podwyzszenie ilosci komoérek wczesnoapoptotycznych w stosunku do tych
samych komorek ale nietraktowanych chemioterapeutykiem. Co ciekawe, nie zauwazytam
réoznic W ilosci komorek pdznoapoptotycznych zaréwno w kontek$cie wplywu zmian
poziomu biatka p66Shc jak i odpowiedzi komorek na traktowanie chemioterapeutykiem (ryc.

63C).
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Ryc. 63 Ocena poziomu $mierci komorkowej (apoptozy) w poszczegolnych klonach (-/+ DOX) linii
MDA-MB-231. Wykres stupkowy przedstawiajacy procentowy udzial poszczegdlnych grup komorek:
zywych (A), wezesno- (B) i péznoapoptotycznych (C); *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Nalezy zaznaczy¢, iz w celu uzyskania prawidlowego pomiaru fluorescencji badanych

komorek, zastosowano hierarchiczng strategie bramkowania komorek. W pierwszej
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kolejnosci okreslitam populacje komorek, jednocze$nie dokonujac eliminacji resztek
komorkowych (ang. debris), bazujac na parametrach fizycznych: ziarnistosci i wielkosci
komorek (odpowiednio SSC-A/FSC-A). Nastepnie usungtam z analizy komorki zlepione
(ang. doublets) na podstawie parametrow FSC-H/FSC-W oraz SSC-H/SSC-W.

4.4. Rodzina bialek ShcA — izoforma p66Shc jako potencjalny marker prognostyczny

Rola biatek ShcA w procesach onkogennych byla intensywnie badana w wielu
modelach, w tym w nowotworach uktadu nerwowego. Szereg danych literaturowych
wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania biatka p66Shc (jak réwniez pozostatych izoform
rodziny ShcA) jako potencjalnego markera prognostycznego w diagnostyce nowotworowej
(JACKSON 1 wsp. 2000; DAvoL 1 wsp. 2003; GROSSMAN | wsp. 2007). W swojej pracy
doktorskiej postawitam zatem sprawdzi¢ czy poziom biatka p66Shc moze korelowaé ze
stopniem ztosliwosci badz typem nowotworow moézgu. W tym celu jako materiat badawczy
wykorzystalam probki guzow nowotworowych moézgu pacjentow pediatrycznych
sklasyfikowane wedlug czterostopniowej skali okreslajacej stopien ztosliwosci guza (I — 1V)
oraz przynalezne do réznych typow nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego (ich
doktadny opis znajduje si¢ w rozdziale 3.1 na ryc. 10). Liczne prace donosza takze 0
zmienionych wzorcach ekspresji nie tylko bialek ShcA lecz rowniez biatka Ras (ktorego
aktywnos$¢ moze zaleze¢ od rekrutacji ShcA) w rdéznych typach nowotworow (PELICCI | WSP.
1996). Biatka Ras (H-, K-, N-) to male GTPazy, ktore reguluja liczne szlaki sygnalowe w
blonach zaangazowane mi¢dzy innymi w adhezj¢ komorek, wzrost, migracje i przezycie (COX
& DEeR 2010). Analiza immunohistochemiczna biatka TrkB wykazata jego silng nadekspresje
w wielu guzach nowotworowych (m.in. zoladka, jelita grubego, jajnika, nie
drobnokomorkowego nowotworu ptuc itd.) co bylo S$cisle zwigzane z duzo gorszym
rokowaniem dla pacjenta (ZHANG 1 wsp. 2017).

Dlatego tez, w swoich badaniach dokonatam oceny poziomu takich biatek jak: TrkB,
H-, K- i N-Ras (pan-Ras) oraz wszystkich trzech izoform biatek ShcA (p66Shc, pS2Shc i
p46Shc) w probkach guzéw nowotworowych moézgu nalezacych do kilku podgrup (guzy
splotu naczyniowkowego, rozlane gwiazdziaki 1 skgpodrzewiaki, guzy pochodzenia
zarodkowego OUN, nowotwory gleju wysciotkowego, jak i inne guzy astroglejowe) oraz
zdefiniowanych pod katem stopnia ztosliwosci (I, II, IIT i IV) na podstawie klasyfikacji WHO
z 2016 r (podzial wykorzystanych guzow litych mozgu przedstawia ryc. 10). Uzyskane

wyniki zostaty opisane w opublikowanej ostatnio pracy badawczej PRILL | wsp. 2021.
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4.4.1. Zalezno$¢ miedzy typem nowotworu mozgu a poziomem bialek ShcA, Ras oraz
TrkB

Przeprowadzona jako pierwsza analiza poziomu biatek rodziny ShcA majgca na celu
okreslenie korelacji pomiedzy typem nowotworu moézgu a poziomem bialek ShcA nie
ujawnila istotnych réznic. Jak pokazano na rycinie 64B i 64C, poziomy dwoch izoform
rodziny ShcA (ocenione przy uzyciu swoistych przeciwcial), ktore aktywuja biatko Ras,
mianowicie p46Shc i p52Shc, sa stosunkowo réwne we wszystkich grupach nowotworow.
Najnizszy poziom p46Shc i p52Shc (przy braku istotnoSci statystycznej) wykazalam w
guzach: rozlanych gwiazdziakach 1 skgpodrzewiakiach (grupa 2) oraz w guzach
scharakteryzowanych przez WHO jako inne guzy astroglejowe (grupa 5) w przypadku
p52Shc. Podobnie, poziom najdtuzszej izoformy ShcA — p66She, nie réznit si¢ zbytnio w
pieciu grupach badanych nowotworéw mozgu u pacjentow pediatrycznych (ryc. 64D).
Jedyne ro6znice jakie zaobserwowatam dotyczyly wylacznie biatka TrkB (ryc. 64A).
Jednokierunkowe testy ANOVA i post-hoc t-testy z korekcja Bonferroniego wykazaty istotng
(na poziomie 5%) roznice w poziomie TrkB miedzy guzami pochodzenia zarodkowego OUN
a nowotworami gleju wysciotkowego (grupa 4). Poziom biatka Ras byt poréwnywalny we

wszystkich badanych typach guzow mozgu (ryc. 64E).
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Grupa 1 — Guzy splotu naczynidéwkowego

Grupa 2 — Rozlane gwiazdziaki i skapodrzewiaki

Grupa 3 — Guzy pochodzenia zarodkowego OUN

Grupa 4 — Nowotwory gleju wyscidtkowego

Grupa 5 — Inne guzy astroglejowe
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Ryc. 64 Poziom p46Shc, p52Shc, p66Shc, Ras i TrkB w réznych typach guzéw nowotworowych mozgu.
Przedstawione wykresy pudetkowe przedstawiaja odpowiednio poziom biatek TrkB (A), p46Shc (B), p52Shc
(C), p66Shc (D) i Ras (E) w pieciu grupach probek guzéw podzielonych na podstawie analizy histochemicznej
(PRILL 1WsP. 2021)

171



4.4.2. Zalezno$¢ miedzy stopniem zlosliwosci nowotworu mézgu a poziomem bialek
ShcA, Ras oraz TrkB

Oproécz okreslenia zaleznos$ci migdzy typem nowotworu a poziomem badanych biatek,
zbadalam réwniez czy istnieje korelacja pomiedzy stopniem zlosliwosci analizowanych
guzoéw nowotworowych mézgu a poziomem analizowanych przeze mnie biatek (ShcA, Ras
oraz TrkB). Z przeprowadzonej analizy wynika, ze w przypadku poziomu TrkB trudno jest
okresli¢ jakgkolwick liniowg korelacj¢ miedzy poziomem tego biatka a stopniem ztosliwoS$ci
(ryc. 65A). Nie zanotowatam istotnych statystycznie réznic w poziomie tego biatka przy
podziale na grupy nowotwordéw o roznym stopniu ztosliwosci. W przypadku biatek z rodziny
ShcA mozna stwierdzi¢, ze tylko poziom p46Shc jest istotnie podwyzszony w guzach o |
stopniu zlo$liwo$ci w porOwnaniu z innymi guzami charakteryzujacymi si¢ II, III 1 IV
stopieniem ztosliwosci (ryc. 65B). Podobny trend zaobserwowatam dla biatka p52She i
stopnia zlosliwosci, niemniej jednak réznice nie sg istotne statystycznie (ryc. 65C). Poziom
biatka p66Shc wydaje si¢ by¢ jednakowy we wszystkich grupach guzéw nowotworowych
moézgu u pacjentéw pediatrycznych charakteryzujacych si¢ rdznym stopniem ztosliwosci (ryc.
65D). Podobnie, poziom biatka Ras wydaje si¢ by¢ niezmieniony w analizowanych guzach
nowotworowych mozgu 0 réznym stopniu ztosliwosci (I, 1, 11 i IV) (ryc. 65E). Mozna
jednak pokusi¢ si¢ o konkluzje, ze w guzach nowotworowych o | stopniu ztosliwosci, poziom

biatka Ras jest najnizszy, jednakze brak jest istotnosci statystycznej obserwowanej zmiany.
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Ryc. 65 Poziom p46Shc, p52She, p66She, Ras i TrkB w guzach nowotworowych mézgu przedstawione w
zalezno$ci od stopnia zlosliwosci. Przedstawione wykresy pudetkowe przedstawiaja odpowiednio poziom
biatek TrkB (A), p46Shc (B), p52She (C), p66Shc (D) i Ras (E) w guzach o réznym stopniu ztosliwosci (PRILL |
wsp. 2021).
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5. DYSKUSJA

W ciggu ostatnich lat pojawia si¢ coraz wigcej doniesien $wiadczacych 0
zaangazowaniu mitochondriow w patogenez¢ rozlicznych schorzen w tym m.in. chorob
nowotworowych, neurodegeneracyjnych czy  zaburzen metabolicznych.  Zmiana
podstawowych parametrow mitochondrialnych takich jak: produkcja ATP, zdolno$¢
buforowania jonow wapnia, czy podwyzszona produkcja reaktywnych form tlenu moze
potencjalnie prowadzi¢ do powstawania wyzej wymienionych dysfunkcji. Ponadto,
zaangazowanie mitochondriow w procesy apoptozy czyni je niezwykle atrakcyjnym ,,celem”
stuzagcym do eliminacji komodrek nowotworowych. Najczesciej komorki nowotworowe
charakteryzuja si¢ zmniejszeniem oddychania mitochondrialnego, a co za tym idzie
nasileniem glikolizy. Spadek aktywnos$ci metabolicznej mitochondriow w komorkach
nowotworowych moze mie¢ wiele przyczyn, m.in. moze by¢ spowodowany bezposrednimi
zmianami  w mitochondrialnych kompleksach tancucha oddechowego. W niektorych
przypadkach zahamowanie fosforylacji oksydacyjnej moze by¢ konsekwencja mutacji w
MtDNA, prowadzac tym samym do zwigkszonej produkcji RFT, ktére dziatajac zaréwno jak
mutageny oraz mitogeny komorkowe przyczyniaja si¢ do progresji nowotworowej |
niestabilno$ci genetycznej. Co wigcej, zmiany biochemiczne i molekularne wywolane przez
RFT moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju heterogenicznej populacji komoérek nowotworowych.
Dodatkowo, istotny z punktu widzenia mojej pracy doktorskiej jest wptyw jaki moze miec
jedna z izoform rodziny ShcA — biatko p66Shc na metabolizm energetyczny komorek
nowotworowych.

Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej badania miaty gtownie na celu
okresleniec wptywu biatka adaptorowego p66Shc na wybrane parametry bioenergetyczne
komorek nowotworowych. Dodatkowo, cheiatam ustalié, czy zmiana poziomu biatka p66Shc
wplynie na odpowiedZz komorek nowotworowych na traktowanie chemioterapeutykiem —
doksorubicyng. W pierwszej kolejnosci skupitam si¢ na ustaleniu czy rézny poziom biatka
p66Shc w komoérkach nowotworowych bedzie miat wpltyw na poziom RFT oraz ewentualng
manifestacje stresu oksydacyjnego. W tym celu wykorzystatam dwie linie nowotworowe raka
sutka charakteryzujace si¢ roznym poziomem biatka p66Shc: wzglednie ,,wyzszym" (MDA-
MB-231) i ,,nizszym" (MCF-7) poziomem jak rowniez nienowotworowy odpowiednik tych
linii komorkowych w postaci linii kontrolnej — MCF-10A. Umozliwito mi to charakterystyke

linii komoérkowych roznigcych si¢  poziomem endogennego biatka p66Shc ale
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reprezentujacych ten sam rodzaj nowotworu (rak sutka) pod katem poziomu RFT jak i
funkcjonowania mitochondrialnego tancucha oddechowego. Nastepnie, postanowitam
sprawdzi¢ jak zmiana poziomu biatka p66Shc w obrebie tej samej linii komdrkowej moze
wplynaé na fizjologie komorek nowotworowych oraz ich parametry bioenergetyczne. Jako
material badawczy wykorzystatam te same linie nowotworowe (MDA-MB-231 oraz MCF-7),
w ktorych dokonatam modyfikacji genetycznych skutkujacych zmiang poziomu biatka
p66Shc. Chciatam w bezposredni sposob wykazaé jak zmienig si¢ parametry bioenergetyczne,
produkcja RFT oraz parametry opisujgce status uszkodzen oksydacyjnych w komorkach
nowotworowych (w obrgbie danej linii), réznigcych si¢ wylacznie poziomem biatka p66Shc.
Ponadto, dokonatam oceny odpowiedzi komdrek nowotworowych analizowanych klonoéw
liniit MDA-MB-231 na traktowanie doksorubicyng. Sprawdzitam jak zmiana poziomu p66Shc
moze wplyng¢é na odpowiedz komoérek na stres oksydacyjny oraz wybrane parametry
bioenergetyczne w przypadku traktowania komorek doksorubicyng. Na koniec, biorgc pod
uwage liczne doniesienia wskazujace na potencjalne wykorzystanie biatka p66Shc jako
markera prognostycznego, zdecydowatam si¢ na okreSlenie korelacji mi¢dzy poziomem
biatka p66Shc, a typem nowotworéw neuroepitelialnych moézgu oraz stopniem ich
ztosliwosci. W tym celu przeanalizowalam 49 probek réznego typu nowotworow

neuroepitelialnych pobranych od pacjentow pediatrycznych.

5.1. Rola bialka p66Shc w komodrkach nowotworowych raka sutka oraz komorkach

kontrolnych

Biatka z rodziny ShcA po raz pierwszy zostaty odkryte w wyniku przeszukiwania
biblioteki ludzkiego cDNA przy pomocy reprezentatywnych sond DNA pod katem sekwencji
komplementarnych do domeny SH2. Poczatkowo zostaty zidentyfikowane jako protoonkogen
zawierajagcy domene SH2 zaangazowany w sygnalizacj¢ czynnika wzrostu (PELICCI | WSP.
1992). Do tej pory potwierdzono istnienie czterech ssaczych genéw SHC: SHCA, SHCB
(sck), SHCC (N-Shc/rai) oraz SHCD (NAKAMURA 1 WSP. 1996; PELICCI 1 wSP. 1996; O’BRYAN
I WSP. 1996; AHMED & PRIGENT 2017). Wszystkie cztery geny koduja biatka, ktore sg wysoce
spokrewnione pod wzgledem domen i struktur. Biatko p66Shc (jak zostalo szczegdlowo
opisane w rozdziale 1.5) przynalezy do rodziny ShcA podobnie jak dwie inne izoformy
(p52Shc oraz p46Shc) kodowane przez ten sam gen. Od samego poczatku, gldwna funkcja
(petniong w warunkach fizjologicznych) przypisywang wszystkim trzem izoformom rodziny

ShcA byt ich udzial w szlakach sygnatowych aktywowanych przez kinazy tyrozynowe,
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prowadzace do aktywacji biatka Ras oraz kaskady kinaz MAP (PELICCI | wsp. 1992; LOTTI I
wspP. 1996; RAVICHANDRAN 2001). Co ciekawe, sposrdd trzech biatek reprezentujacych
rodzing ShcA (p66Shc, p52Shc oraz p46Shc), biatko p66Shc cechuje si¢ odmiennym
charakterem petnionych funkcji w przypadku powyzej wspomnianych szlakow sygnatowych.
Moze ono petié role negatywnego regulatora proliferacji (MIGLIACCIO | WSP. 1997; OKADA |
wspP. 1997), co w przypadku konstruowania potencjalnych terapii wydaje si¢ by¢ niezwykle
obiecujace.

W zwigzku z tym, w swej pracy doktorskiej jako pierwszy postanowitam sprawdzi¢
poziom wszystkich izoform rodziny ShcA w dwoch niezaleznych liniach raka sutka (MDA-
MB-231 oraz MCF-7), jak rowniez odpowiadajacej im linii komoérek kontrolnych (MCF-
10A). Mialo to na celu po pierwsze, sprawdzenie jak poziom biatka p66Shc roézni si¢
pomiedzy komorkami kontrolnymi a nowotworowymi. Po drugie, jak odmienny poziom
endogennego biatka p66Shc (reprezentowany przez dwie linie nowotworowe) w obrebie tego
samego rodzaju nowotworu (rak sutka) moze wplynaé na badane linie nowotworowe.
Uzyskane wyniki pokazaly, ze obie linie raka sutka roznig si¢ migdzy soba nie tylko
poziomem biatka p66Shc, ale rowniez i poziomem innej izoformy p52Shc (ryc. 15A). Linia
nowotworowa MDA-MB-231 zaliczana jest do podtypu bazalno-podobnego (tzw. basal-like),
zas MCF-7 — podtypu luminalnego jesli chodzi o molekularny podtyp raka sutka (Ry$-
BEDNARSKA & RoMANOwICcz 2012). Linia MDA-MB-231 jest stosunkowo powszechnie
wykorzystywana do modelowania nowotworu sutka w pdéznym stadium choroby. W
przeciwienstwie do mato inwazyjnej linii nowotworowej MCF-7, linia MDA-MB-231 jest
linia 0 wysokim potencjale przerzutowym, charakteryzujacg si¢ ztym rokowaniem oraz
niekorzystnym przebiegiem klinicznym. Jak mozna wnioskowa¢ z ryciny 15A to wlasnie linia
MDA-MB-231 (jako ta bardziej ,agresywna”) charakteryzuje si¢ znaczaco wyzszym
poziomem biatka p66Shc w poréwnaniu do linii MCF-7. Znajduje to potwierdzenie w
dostepne;j literaturze, poniewaz JACKSON | WSP. (2000) réwniez wskazujg na zdecydowanie
wyzszy poziom biatka p66Shc w wysoce metastatycznym wariancie (F-11) liniit MDA-MB-
231. Wedtug JACKSON 1 WsP. (2000) rosnace poziomy biatka p66Shc u pacjentek korelowaty
réwniez ze zwigkszong liczbg weztdw chtonnych dotknigtych przerzutami nowotworowymi.
Z kolei, FRACKELTON | WsP. (2006) zauwazyli, iz pierwotne guzy pacjentek, u ktorych
nastgpit nawrodt raka sutka charakteryzowaly si¢ wyzszym poziomem puli ufosforylowanych
w resztach tyrozyny biatek ShCA oraz nizszym poziomem biatka p66Shc. Ponadto,
podwyzszony poziom izoformy p66Shc wigzano z tzw. przejsciem nabtonkowo -—

mezenchymalnym przez komorki pierwotnych nowotworow sutka obejmujgcych praktycznie
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wszystkie podtypy molekularne, w tym nawet guzy luminalne (cechujace si¢ lepszym
rokowaniem) (HUDSON I wsp. 2020). Moze to mie¢ duze znaczenie kliniczne, poniewaz
podtypy luminalny i HER2" (pozytywny pod katem receptora ludzkiego czynnika wzrostu)
tacznie stanowig 80% wszystkich nowo zdiagnozowanych rakow sutka. Badania kliniczne
sugerujg rowniez istotng role $ciezki sygnatowej biatlek ShcA aktywowanej przez kinazy
tyrozynowe w rozwoju raka sutka. Dwie grupy badawcze DAvoL | wsp. (2003) oraz
FRACKELTON | WsP. (2006) wykazaty obnizony poziom biatka p66Shc w potaczeniu ze
zwickszong fosforylacjag biatek ShcA w reszcie tyrozyny Y317 u pacjentow ze
zdiagnozowanym nowotworem sutka. W celu wykluczenia hipotezy, iz obserwowane zmiany
w poziomie biatka p66Shc pomigdzy analizowanymi liniami nowotworowymi moga by¢ np.
spowodowane mutacja w genie kodujacym biatko p66Shc — zdecydowatam si¢ na wykonanie
zsekwencjonowania genu SHC1 w badanych liniach komdrkowych. Przeprowadzona analiza
(ryc. 16) nie wykazala roznic w badanych eksonach. Jednocze$nie, swiadczy to o tym, ze
obserwowane zmiany poziomu p66Shc sa wynikiem réznic pomiedzy réznymi podtypami
badanych linii nowotworowych. Poroéwnanie linii kontrolnej oraz obu linii nowotworowych
pokazato, ze komorki kontrolne linii MCF-10A maja najwyzszy poziom wszystkich badanych
biatek: p66Shc, p52She oraz p46Shc w stosunku do komodrek nowotworowych. Niemniej
jednak, najbardziej widoczne zmiany zanotowatam w przypadku izoformy p66Shc, ktorg
cechuje istotne obnizenie poziomu w obu liniach raka sutka, co moze $wiadczy¢ o pewnym
stopniu adaptacji komoérek nowotworowych (ryc. 15A). Niski poziom biatka p66Shc w
komorkach potrojnie ujemnej linii raka sutka 4T1 zaobserwowata rowniez grupa badawcza
LEwIS I wsp. (2020).

5.1.1 Prooksydacyjne wlasciwosci biatka p66Shc a poziom stresu oksydacyjnego

cDNA kodujgce najdtuzszg z izoform ShcA — p66Shc sklonowano 5 lat po tym jak
zostaly odkryte krotsze izoformy: p52Shc oraz p46Shc, ktore wspdlnie biorg udzial w
przekazywaniu sygnalow mitogennych (MIGLIACCIO | wsP. 1997). W przeciwienstwie do
pozostatych biatek rodziny ShcA (kodowanych przez pojedynczy transkrypt), izoforma
p66Shc powstaje w wyniku alternatywnego splicingu i jej ekspresja jest regulowana przez
wlasny promotor (PELICCI I wsP. 1992). W konsekwencji tego poszczegolne biatka ShcA
pehig roznorodne funkcje biologiczne. | tak, MIGLIACCIO | WSP. (1999) w swej przelomowej
pracy odkryli, ze biatko p66Shc moze by¢ takze zaangazowane W odpowiedz komorki na

stres oksydacyjny. Autorzy wykazali, ze myszy pozbawione biatka p66Shc (p66ShcA-/-)
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charakteryzowaty si¢ 30% wzrostem dlugosci Zycia i mniejsza podatnoscig na stres
oksydacyjny, w poréownaniu z ich odpowiednikami typu dzikiego. Powigzano w ten sposob
biatko p66Shc z odpowiedzig na stres oksydacyjny, a zarazem procesem starzenia si¢
organizmu. W tej samej pracy, MIGLIACCIO | WsP. (1999) po raz pierwszy pokazali udziat
biatka p66Shc w szlakach przekazywania sygnatu zaangazowanych w odpowiedz na stres
oksydacyjny. Jednoczesnie, ich obserwacja ujawnita rowniez kluczowa role fosforylacji
biatka p66Shc w reszcie Ser36 (unikalnej wytacznie dla tej izoformy) w odpowiedzi na stres
oksydacyjny.

Nalezy podkresli¢, ze wyniki przedstawione przez grupe MIGLIACCIO | WSP. (1999)
uzyskane zostaly niejako w ,,warunkach fizjologicznych” (tzn. w komorkach
nienowotworowych) z wykorzystaniem fibroblastow pobranych z mysich zarodkéw (MEFs,
ang. Mouse embryonic fibroblasts). Majac to na uwadze, w swej pracy doktorskiej
postanowitam dokona¢ analizy wlasciwosci prooksydacyjnych biatka p66Shc w badanych
liniach nowotworowych oraz komoérkach kontrolnych, sprawdzajac poziom wybranych biatek
uczestniczacych w prooksydacyjnej $ciezce sygnalizacyjnej biatka p66Shc. Chciatam w ten
sposob sprawdzi¢, czy W komoérkach nowotworowych raka sutka biatko p66She moze mieé
podobny wplyw na status produkcji RFT i stresu oksydacyjnego, co mogtoby utorowaé nowe
podejscie w walce z nowotworami. Przeprowadzona przeze mnie analiza prooksydacyjnej
$ciezki sygnalizacyjnej biatka p66Shc (rozdziat 4.1.3) uwidocznita istotne réznice w poziomie
badanych biatek pomig¢dzy analizowanymi liniami nowotworowymi (MDA-MB-231 oraz
MCEF-7) (ryc. 17A). Moze to wynika¢ z odmiennego poziomu samego biatka p66Shc w tych
liniach. Mianowicie, linia MDA-MB-231 okres$lana jest przeze mnie jako linia ,,ze wzglgdnie
wyzszym” za$ linia MCF-7 ,,ze wzglednie nizszym” poziomem biatka p66Shc. Zdecydowanie
wyzszy poziom aktywowanej RFT kinazy biatkowej CPB jak réwniez jej formy
ufosforylowanej w reszcie Ser660 zauwazytam odpowiednio w linii ,,ze wzglednie wyzszym”
poziomem p66Shc — MDA-MB-231. Podobng sytuacje obserwuje si¢ takze w przypadku
poziomu biatek PIN1 oraz PP2A. Co wigcej, poziom wszystkich tych bialek jest istotnie
wyzszy W poréwnaniu z linig MCF-7. Swiadczyé to moze o ,,podwyzszonej aktywnosci”
szlaku prooksydacyjnego biatka p66Shc w linii MDA-MB-231 w stosunku do linii MCF-7, co
moze by¢ wynikiem wyzszego poziomu biatka p66Shc w tej linii (ryc. 15A). Wartym uwagi,
jest rowniez fakt, ze w przypadku wszystkich czterech biatek (PKCp, Ser660-PKCp, PIN1
oraz PP2A) linia MDA-MB-231 wykazuje ich wyzszy poziom nie tylko w stosunku do linii
MCEF-7, lecz rowniez linii kontrolnej MCF-10A. Niemniej jednak, jedynie w przypadku

PKCP ufosforylowanej w Ser660 i izomerazy PIN1 obserwowany podwyzszony poziom byt
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istotny statystycznie (ryc. 17A). W zwiazku z powyzszym, na szczegdlng uwage zastuguje
wynik uzyskany dla formy biatka p66Shc fosforylowanej w reszcie Ser36 jak i samego
poziomu p66Shc (ryc. 17A). Mozna by si¢ spodziewac, ze wyzszy poziom wszystkich biatek
uczestniczgcych w prooksydacyjnej Sciezce sygnalizacyjnej p66Shc w linii MDA-MB-231
bedzie korelowac z odpowiednio wyzszym poziomem zaréwno biatka p66Shc jak i p66Shc
ufosforylowanego w Ser36 (Ser36-p66Shc) w tej linii. Jednakze, linia MDA-MB-231
charakteryzuje si¢ znaczgcym obnizeniem poziomu zarowno p66Shc jak i Ser36-p66Shc w
stosunku do linii kontrolnej. Wynik ten jest odmienny od tego uzyskanego przez grupg prof.
Pintona z Ferrary (PINTON I wsp. 2007) na fibroblastach pobranych z mysich embrionow.
Autorzy ci wykazali, ze aktywowana stresem oksydacyjnym kinaza biatkowa Cp indukuje
fosforylacje¢ p66Shc w Ser36, a jednocze$nie wyzwala mitochondrialng akumulacj¢ biatka
p66Shc po rozpoznaniu go przez izomeraze PIN1 (PINTON | wsp. 2007; PINTON 1 wsp. 2008).
Co ciekawe, komorki MEF pozbawione izomerazy PIN1 charakteryzowaly si¢ znacznie
nizszym poziomem mitochondrialnego p66Shc (PINTON I wsp. 2007; PINTON 1 wsp. 2008).
Bioragc pod uwage obnizony poziom p66Shc z towarzyszacym mu podwyzszonym poziomem
bialek uczestniczacych w prooksydacyjnej Sciezce p66Shc, mozna przypuszczaé, ze W
komorkach nowotworowych mamy do czynienia z innego typu regulacja badz obecno$cia
dodatkowych mechanizmow wplywajacych na poziom p66Shc niezaleznych od kinazy PKCp
czy izomerazy PIN1.

Z jednej strony czasteczka tlenu jest niezbedna do istnienia zycia tlenowego, za$ z
drugiej moze by¢ toksyczna dla wszystkich form zycia. W rzeczywistosci metabolizm tlenu i
wynikajace z niego toksyczne produkty uboczne moga powodowa¢ w konsekwencji m.in.
choroby nowotworowe. Wysitki majace na celu przeciwdzialanie uszkodzeniom
powodowanym przez RFT zyskuja coraz wigkszg akceptacje jako podstawa nowych podejs¢
terapeutycznych w dziedzinie profilaktyki nowotworow (MATES 1 wsp. 2012). Jak juz
wspomniatam, badania przeprowadzone na myszach pozbawionych genu kodujacego biatko
p66Shc ujawnity obnizony poziom wewnatrzkomorkowych RFT, a takze obnizony poziom
uszkodzen oksydacyjnych DNA i biatek (TRINEI I wsP. 2002; NAPOLI | wspP. 2003; GIORGIO |
wsp. 2005). Znaczaco obnizony poziom biatka p66Shc jak i fosforylacji w Ser36 w obu
liniach raka sutka sktonit mnie do okreslenia w nich poziomu RFT. Co ciekawe, wzgledny
poziom RFT mierzony gléwnie w postaci H2O2 jest podobny w obu analizowanych liniach
raka sutka jak rowniez linii kontrolnej (ryc. 18). Mozna bytoby si¢ spodziewaé, ze obnizony
poziom biatka p66Shc jak rowniez zwigzanej ze stresem oksydacyjnym fosforylacji w Ser36

powinien korelowa¢ réwniez z nizszym poziomem RFT w komorkach nowotworowych.
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Roéznice sa natomiast widoczne w przypadku poziomu obu anionorodnikow
ponadtlenkowych. Poziom zaré6wno mitochondrialnego jak i cytozolowego anionorodnika
ponadtlenkowego jest najwyzszy w linii MDA-MB-231 (ryc. 18). Istotne statystycznie
roéznice zauwazytam pomiedzy obiema liniami raka sutka (cyt.02" oraz mt.O2™) i dodatkowo
miedzy liniag MCF-7 oraz komoérkami kontrolnymi (mt.O27). Linia MCF-7 cechuje si¢
najnizszym poziomem obu analizowanych anionorodnikéw ponadtlenkowych. W zwiazku z
powyzszym, mozna zauwazy¢ korelacje pomiedzy podwyzszonym poziomem mt.Oz™ i
cyt.02" jak i wyzszym poziomem biatka p66Shc obecnym w linii MDA-MB-231 (linia ze
wzglednie wyzszym poziomem p66Shc). Odwrotnie, linia MCF-7 charakteryzujaca si¢
wzglednie nizszym poziomem p66Shc wykazuje odpowiednio zdecydowanie nizszy poziom
obu anionorodnikéw w poréwnaniu do linii MDA-MB-231. Zgodnie z zaproponowanym
mechanizmem, wedtug ktorego biatko p66Shc bierze udziat w produkcji glownie nadtlenku
wodoru uwaza si¢, iz powstaje on w wyniku bezposredniego przenoszenia elektronow z
cytochromu ¢ na tlen czasteczkowy (GIORGIO | wsp. 2007). Niemniej jednak, obserwacje
poczynione przez grup¢ badawczg NEMOTO & FINKIEL (2002) wskazuja, ze biatko p66She
moze  aktywowa¢  fosforylacje/inaktywacj¢  czynnika  transkrypcyjnego  FOXO
(odpowiedzialnego m.in. za detoksyfikacj¢ RFT), w komorkach szczeg6lnie narazonych na
stres oksydacyjny. Moze to sugerowac, ze uposledzenie ochrony antyoksydacyjnej roéwniez
moze przyczynia¢ si¢ do ,,nasilenia” aktywnosci prooksydacyjnej biatka p66Shc. W zwigzku
z tym, zbadatam poziom wybranych enzymoéw antyoksydacyjnych w badanych liniach
nowotworowych. Wykazatam istotne réznice w poziomie GR, Katalazy czy SOD2. Katalaza,
ktora jest enzymem w gldwnej mierze odpowiedzialnym za redukcje nadtlenku wodoru,
charakteryzuje si¢ znaczacym, podwyzszonym poziomem w linii MDA-MB-231 (ze
wzglednie wyzszym poziomem p66Shc) w stosunku do linii kontrolnej (ryc. 19A). Co
ciekawe, nie zauwazytam roznic w poziomie H20; pomigdzy badanymi liniami
komorkowymi. Mozna by spekulowaé, ze stosunkowo wyréwnany poziom H20, w badanych
liniach mozna tlumaczy¢ badz podwyzszonym poziomem GR (linia MCF-7) lub katalazy
(linia MDA-MB-231).

Uwaza si¢, ze jednym z najwazniejszych enzymow odpowiedzialnych za obrong
komorek przed stresem oksydacyjnym jest dysmutaza ponadtlenkowa. Powstajace w
mitochondriach RFT mogg uszkadza¢ mMtDNA, prowadzac do jego mutacji, a tym samym,
deficytu energetycznego komorek jak roéwniez zmian nowotworowych. W przypadku
komorek nowotworowych zaobserwowano znaczace roznice generalnie w aktywnosci SOD

pomiedzy komoérkami zdrowymi i nowotworowymi (STCLAIR & HOLLAND 1991). Podobng
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zalezno$¢ zaobserwowalam w przeprowadzonej przeze mnie analizie poziomu SOD?2. Istotnie
obnizony poziom tego enzymu antyoksydacyjnego wystepuje w komoérkach obu linii
nowotworowych (ryc. 19A). Wydaje si¢, ze wspomniana przeze mnie wczesniej inaktywacja
FOXO posredniczy w regulacji ekspresji SOD2, co zostato np. pokazane w hepatocytach
wystawionych na dziatanie etanolu, indukujacego mitochondrialny stres oksydacyjny (KocH I
wspP. 2008). Chciatabym zwrdci¢ uwagg, ze najnizszy poziom mitochondrialnej dysmutazy
ponadtlenkowej w linii MDA-MB-231 koreluje z wyzszym poziomem mt.O2™ w tej linii i
podobnie, wyzszy (w poréownaniu do linii MDA-MB-231) poziom SOD2 w linii MCF-7
wigze si¢ z nizszym poziomem anionorodnika ponadtlenkowego. Nie zaobserwowatam

natomiast zadnych réznic w poziomie SODL1.

5.1.2. Wplyw bialka p66Shc na wybrane parametry funkcjonalne mitochondriéw oraz
poziom podjednostek OXPHOS w komorkach zdrowych i nowotworowych

Od dawna uwazano, ze reaktywne formy tlenu powstaja w wyniku funkcjonowania
mitochondrialnego tancucha oddechowego. Powszechna zgodno$¢ co do tego, ze RFT moga
dziata¢ nie tylko destrukcyjnie, lecz takze jako dedykowane czasteczki sygnalizacyjne,
pobudzita badania nad mitochondrialnymi systemami sygnalizacyjnymi i regulacja
mitochondrialnego metabolizmu RFT (GERTz & STEEGBORN 2010). Niezwykle istotny z
punktu widzenia mojej pracy doktorskiej jest fakt, ze biatko p66Shc jest w stanie
funkcjonowa¢ jako enzym redoks, bioracy udziat w produkcji RFT wspoétdziatajac z
mitochondrialnym tancuchem oddechowym (GIORGIO I wsp. 2005). Mimo, iz lokalizacj¢
izoformy p46Shc potwierdzono réwniez w mitochondriach (VENTURA I wsp. 2004), jedynie
biatku p66Shc przypisuje si¢ aktywnos¢ oksydoreduktazy tworzacej RFT (NEMOTO &
FINKIEL 2002). Generalnie, wysoce metastatyczna linia MDA-MB-231 charakteryzuje si¢
nizszym tempem oddychania mitochondrialnego oraz wyzszym ,,przeptywem”
glikolitycznym w poréwnaniu do linii MCF-7 (AVAGLIANO I WsP. 2019). Komorki linii MCF-
7 sa bardziej zalezne od oddychania mitochondrialnego. AVAGLIANO 1 wsp. (2019)
podkreslaja, ze wyzsza szybko$¢ glikolizy 1 zmniejszenie metabolizmu OXPHOS
obserwowane w komodrkach MDA-MB-231 potwierdzaja ich potencjal metastatyczny.
Wspomniana przewaga glikolizy nad OXPHOS w linii MDA-MB-231 potwierdza uzyskane
przeze mnie wyniki, w ktorych linia ta cechuje si¢ obnizeniem wigkszoséci analizowanych
podjednostek tancucha oddechowego w pordéwnaniu do linii MCF-7 (kompleks 1, 1V oraz

syntaza ATP). Ponadto, badania OWENS I wspP. (2011) podobnie jak i uzyskane przeze mnie
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wyniki, wskazuja, ze najbardziej widoczne zmiany sa w poziomie podjednostki UQCRC2
kompleksu I1l. Mianowicie, obie badane przeze mnie linie raka sutka cechuje istotne
obnizenie tej podjednostki. W swojej pracy oznaczytam rowniez potencjal na wewnetrznej
btonie mitochondrialnej, ktérego stan w gtoéwnej mierze zalezy od aktywnosci jak roéwniez
wydajnosci kompleksow tancucha oddechowego. Podobnie jak wykazano w pracy OWENS I
wspP. (2011) linia MCF-7 cechuje si¢ znaczgco nizszym poziomem mierzonego potencjatu
mitochondrialnego (ryc. 21). Nalezy jednak zwroci¢ uwage, iz rak sutka cechuje si¢
niezwykltym stopniem ,,plastycznosci metabolicznej’’, ktérg czesto uznaje si¢ jako
,,heterogeniczng chorob¢ metaboliczng”, w ktorej komoérki nowotworowe moga wybrac
najlepszy dla siebie program metaboliczny w celu podtrzymania progresji nowotworowej
(AVAGLIANO 1 wsP. 2019). Aby lepiej zrozumie¢ wplyw biatka p66Shc na parametry
bioenergetyczne mitochondriow sprawdzitam poziom wybranych podjednostek kompleksow
mitochondrialnego tancucha oddechowego — OXPHOS (ryc. 20). Istotne rdznice
zaobserwowalam w kompleksach, I i Il oraz syntazie ATP. Najnizszy sposrod analizowanych
linii komoérkowych poziom podjednostki NDUFB8 kompleksu I wykazuje linia MDA-MB-
231 (ze wzglednie wyzszym poziomem biatka p66Shc). Dlatego, aby w bezposredni sposdb
pokazaé, ze obserwowane roznice w badanych liniach nowotworowych sa faktycznie
wynikiem roznego poziomu biatka p66Shc postanowitlam uzyska¢ w  wyniku
przeprowadzonych modyfikacji genetycznych klony linii MDA-MB-231 oraz MCF-7: z
podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc), z podwyzszonym poziomem
zmutowanej w reszcie Ser36 formy biatka p66She (1 mut-Ser36-p66Shc) oraz z wyciszong
ekspresja genu kodujacego biatko p66She (p66She KO). Miato to na celu uniknigcie bledne;j
interpretacji wynikajacej z porownywania réznych linii raka sutka charakteryzujacych si¢ nie
tylko odmiennym poziomem endogennego p66Shc, lecz rowniez zaliczanych do odrgbnych
typow raka sutka (MDA-MB-231 typ bazalno-podobny, wysoce metastatyczny oraz MCF-7
typ luminalny, tagodny). Ponadto, wykorzystanie klonu 7 mut-Ser36-p66Shc umozliwito mi
okreslenie roli reszty seryny 36 (unikalnej wytacznie dla biatka p66Shc i odpowiedzialnej za
prooksydacyjne wilasciwosci tego biatka) w komorkach nowotworowych raka sutka. Opis

uzyskanych klonow znajduje si¢ w rozdziale 4.2.1.
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5.2.  Wplyw zmiany poziomu bialka p66Shc na wybrane parametry funkcjonalne
komorek klonow linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 raka sutka

Sposrad trzech izoform rodziny ShcA, biatko p66Shc jest strukturalnie rozne i zawiera
dodatkowa domen¢ CH2, za posrednictwem ktorej wywiera swdj wplyw na takie procesy jak
produkcja RFT, migracja komorek, starzenie si¢, reorganizacja cytoszkieletu czy adhezja
komorek (MIR 1 wsp. 2020). Jednak to funkcja zwigzana z dziataniem czynnikéw wzrostu i
sygnalizacjg mitogenng byta ,,pierwotng” funkcjg przypisywang biatku p66Shc. Byto tak do
czasu kiedy MIGLIACCIO | WsP. (1997) po razy pierwszy opisali przeciwstawng role p66Shc
(Jako izoformy ShcA) w sygnalizacji mitogennej okreslajac biatko p66Shc jako negatywny
regulator proliferacji. Dlatego, zdecydowatam si¢ okresli¢ czy biatko p66Shc podobnie jak w
przypadku komorek nienowotworowych rowniez w komoérkach raka sutka moze petnié
funkcj¢ negatywnego regulatora proliferacji. W jednym z przeprowadzonych badan nad
guzami raka sutka podwyzszony poziom p66Shc w potaczeniu ze zmniejszong fosforylacja w
resztach tyrozyny izoform p46/p52Shc wigzat si¢ z dobrym rokowaniem dla pacjenta (DAvoL
I wsP. 2003). Z kolei, inne badanie wykazato, ze p66Shc ulega nadekspresji w liniach
komorkowych raka sutka jak roéwniez pierwotnych guzach cechujacych sie wysokimi
wlasciwoséciami przerzutowymi (JACKSON | WspP. 2000; LEwis 1 wsp. 2020). Biorac pod
uwage, ze w przypadku raka sutka niezalezne badania naukowe wcigz dostarczaja
przeciwstawnych danych dotyczacych zalezno$ci pomiedzy chociazby poziomem p66Shc a
og6lnym rokowaniem dla pacjenta, funkcje negatywnego regulatora biatka p66Shc
postanowitam sprawdzi¢ w klonach analizowanych linii nowotworowych roznigcych si¢
poziomem biatka p66Shc.

W celu uzyskania modyfikowanych genetycznie klonéw linii MDA-MB-231 oraz
MCF-7 wykorzystatam metody molekularne, ktore mozna zaliczy¢ do standardowych technik
stosowanych aktualnie w badaniach naukowych. Metoda uzyskania linii z podwyzszonym
poziomem biatka p66Shc (wykorzystujaca technike transfekcji lentiwirusami), jest juz
stosowana od wielu lat. Wykorzystano ja w przypadku wptywu biatka p66Shc na odpornosc¢
linii komorkowe;j raka jelita grubego RKO na stres oksydacyjny (GALIMOV | wsp. 2012), czy
badaniu apoptozy indukowanej D,L-sulforafanem w komoérkach raka sutka regulowanej przez
biatko p66Shc (SAKAO & SINGH 2012). Z kolei, technika edycji genu CRISPR-Cas9 jest
metoda stosunkowo nowg i dopiero od niedawna stosowang W badaniu roli biatka p66Shc w
komorkach nowotworowych (LEwiIS | wsp. 2020). W wiekszosci doniesien naukowych, linie

charakteryzujace si¢ brakiem badZz wyciszeniem genu kodujgcego biatko p66Shc w
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komorkach nowotworowych uzyskano wykorzystujac metode ShRNA, siRNA itp. (MA 1 wsp.
2010; Du 1 wsp. 2013; HAINES 1 wsP. 2014; MILLER 1 wsp. 2019).

Biorgc pod uwage fakt niezwykle intensywnych podziatow komoérkowych, a tym
samym wysokiego tempa proliferacji zwykle obserwowanego w komoérkach nowotworowych,
sprawdzitam czy biatko p66Shc moze pelic¢ funkcje negatywnego regulatora proliferacji w
analizowanych przeze mnie klonach linii MDA-MB-231 oraz MCF-7. Tym samym
sprawdzitam Czy sama zmiana poziomu biatka p66Shc w jednej i tej samej linii
nowotworowej (MDA-MB-231 lub MCF-7) bedzie miala wptyw na proces proliferacji
analizowanych klonow danej linii raka sutka. Co ciekawe, na podstawie otrzymanej krzywej
przezywalnosci prezentujacej tempo wzrostu poszczegolnych klondéw mozna stwierdzi¢, iz w
przypadku klonu z wyciszong ekspresja genu kodujgcego biatko p66She (p66Shc KO) linii
MCF-7 zaobserwowatam najnizsze tempo wzrostu w poréwnaniu do pozostatych klonow (K,
T p66Shc oraz 1T mut-Ser36-p66Shc) (ryc. 23B). W tym samym klonie p66Shc KO linii
MDA-MB-231 zaobserwowatam podobng tendencj¢. Tak samo, obnizonym tempem wzrostu
charakteryzuje si¢ rowniez klon z podwyzszonym poziomem zmutowanej w Ser36 formy
biatka p66Shc (ryc. 23A). Uzyskane przeze mnie wyniki wykazaly wigc odwrotng zalezno$é
niz powinni§my oczekiwa¢, biorgc pod uwage, ze bialtko p66Shc jest negatywnym
regulatorem proliferacji. Oczekiwatam, ze klon z podwyzszonym poziomem biatka p66Shc
bedzie cechowaé si¢ najnizszym tempem wzrostu komorek. Badania MA 1 wsp. (2010)
przeprowadzone na komorkach nienowotworowych wskazuja, ze brak biatka p66Shc w
normalnych komorkach nabtonkowych ptuc prowadzi do cigglej aktywacji biatka Ras,
zapobiegajac tzw. anoikis (indukowanej formie apoptozy) poprzez supresje bialek RhoA
(biatka nalezace do nadrodziny matych biatek G). Do podobnych konkluzji, $wiadczacych o
Scistej zaleznos$ci biatka p66She z biatkiem Ras doprowadzily badania przeprowadzone przez
OKADA I wsp. (1997), ktorzy udowodnili, ze w wyniku podwyzszenia ekspresji genu
kodujacego p66Shc, szlak sygnatlowy Ras jest hamowany, co potwierdza role p66Shc jako
negatywnego regulatora proliferacji. Zestawiajac uzyskane przeze mnie wyniki z danymi
opublikowanymi przez grupe MIGLIACCIO | WSP. (1997), moge stwierdzi¢, ze w przypadku
komorek raka sutka funkcja izoformy p66Shc jako negatywnego regulatora proliferacji nie
zostata potwierdzona. Jednakze, wyniki uzyskane przez MILLER | wspP. (2019) dla komorek
nowotworowych raka prostaty wydaja si¢ potwierdza¢ moje obserwacje. Stwierdzili oni 60%
spadek w proliferacji komoérek LNCaP-Al z obnizonym poziomem biatka p66She (shRNA
p66Shc) w stosunku do komorek kontrolnych (transfekowanych pustym wektorem). Ponadto,

badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii MDA-MB-231 zwracaja uwagg, ze po
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stymulacji EGF komorek tej linii biatko p66Shc wspolnie z Grb-2 nasilajg nie tylko
proliferacje¢ lecz takze migracje komorek raka sutka poprzez aktywacje matych GTPaz: ARF1
(Czynnik 1 ADP-rybozylacji, ang. ADP-ribosylation factor 1) oraz ARF-6 (Czynnik 6 ADP-
rybozylacji, ang. ADP-ribosylation factor 6) (HAINES | wsp. 2014). Powyzsze dane moga
swiadczy¢ o wystgpowaniu dodatkowych mechanizméw adaptacyjnych w komorkach
nowotworowych takich jak mutacje w biatku Ras czy w RTK, ktore uniemozliwiaja biatku
p66Shc pemienie funkcji negatywnego regulatora proliferacji, a tym samym podkreslaja
koniecznos¢ przeprowadzenia dodatkowych badan. MA 1 wsp. (2010) podkreslajg, chociazby
potrzebe zbadania bezposredniego wplywu biatka p66Shc na biatko Ras.

5.2.1. Wplyw zmiany poziomu bialka p66Shc na poziom RFT i status ochrony
antyoksydacyjnej komorek klonéw linii MDA-MB-231 oraz MCF-7

W nastepnej kolejnosci, postanowitam zbadaé, jak rézny poziom p66Shc wptynie na
prooksydacyjnag Sciezke biatka p66Shc zwigzang z jego fosforylacja w komorkach raka sutka.
Analiza prooksydacyjnej $ciezki sygnalizacyjnej biatka p66Shc w klonach linii MDA-MB-
231 nie wykazata znaczacych réznic w poziomie analizowanych biatek, ktore w niej
uczestniczg. Poziom takich biatek jak: PKCp, jej formy ufosforylowanej w reszcie Ser660,
PIN1 oraz PP2A jest zblizony we wszystkich klonach linii MDA-MB-231 cechujacych si¢
odmiennym poziomem biatka p66Shc (ryc. 24). Z Kkolei, roznice sg widoczne w przypadku
klonow linii MCF-7. Bowiem w przypadku fosforylowanej formy kinazy biatkowej CP
(Ser660-PKCP) zaobserwowatam podwyzszony poziom tego biatka w klonie p66Shc KO linii
MCF-7 (ryc. 25). Ponadto, w tym samym klonie zanotowatam obnizony poziom fosfatazy
PP2A w stosunku do pozostatych klonéw z wprowadzonymi modyfikacjami genetycznymi (1
p66Shc oraz T mut-Ser36-p66Shc). W przypadku linii MCF-7 wyniki dla ufosforylowanej
formy p66Shc nie zostaly pokazane ze wzgledu na 1 tak juz bardzo niski poziom endogennego
biatka p66Shc. Wydawac by si¢ mogto, ze zwlaszcza w klonach z podwyzszonym poziomem
biatka p66Shc (1 p66Shc) obserwowac bede zmiany w poziomie analizowanych biatek
prooksydacyjnej S$ciezki sygnalizacyjnej p66Shc, gdzie obserwuje bardzo znaczace
podwyzszenie fosforylacji w reszcie Ser36 biatka p66Shc, ktora jest kluczowa dla funkcji
zwigzanych z odpowiedzig komorki na stres oksydacyjny. Co wigcej, w zadnym z klonow 1
p66Shc badanych liniit MDA-MB-231 oraz MCF-7 nie zaobserwowatam wzrostu poziomu
kinazy biatkowej CPB (PKCP badz Ser660-PKCp). Wspominam o tym dlatego, ze PINTON I
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WsP. (2007) udowodnili wyrazng korelacje miedzy zalezng od PKCP fosforylacja biatka
p66Shc w Ser36 a wczesng odpowiedzig mitochondrialng na bodziec oksydacyjny.

W zwigzku z tym, zbadatam w poszczegdlnych klonach obu linii nowotworowych
wzgledny poziom RFT (gtownie w postaci H202) jak i obu anionorodnikow
ponadtlenkowych. Bioragc pod uwagge wprowadzone zmiany poziomu p66Shc w
analizowanych klonach spodziewalam si¢ uzyska¢ najwyzszy poziom RFT odpowiednio w
klonach z podwyzszonym poziomem p66Shc (T p66Shc). Wiadomo, ze biatko p66Shc moze
zwigksza¢ poziom RFT na drodze trzech réznych mechanizmoéow, ktére zostaly opisane w
rozdziale 1.5.1. Niemniej jednak, w swej pracy doktorskiej obserwuje wynik doktadnie
odwrotny, do tego ktorego si¢ spodziewatam. Mianowicie, najwigksze zmiany w przypadku
klonéw linii MDA-MB-231 (ze wzglednie wyzszym poziomem p66Shc) obserwuje w klonie
z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) zamiast w klonie z
podwyzszonym poziomem p66Shc (T p66Shc) (ryc. 26). Klon ten pomimo braku biatka
p66Shc wykazuje najwyzszy poziom H202 w stosunku do pozostatych klondéw. Z Kolei,
poziom cyt.O2” w tym Kklonie jest najnizszy. W miar¢ podobng zalezno$¢ dla cyt.Ox"
obserwuje dla klonu p66Shc KO linii MCF-7 (ryc. 27). Jest to wynik odmienny od
zaprezentowanego w pracy MILLER | wspP. (2019) w badaniach prowadzonych nad rakiem
prostaty. Bowiem w komoérkach LNCaP-Al (Al- niezaleznych od androgenéw) wykazujacych
brak biatka p66Shc (ShRNA p66Shc) zaobserwowali 40% spadek poziomu H2O,. Ponadto,
zaobserwowali oni wzrost poziomu Oz w mitochondriach komorek LNCaP-Al z
podniesionym poziomem biatka p66Shc, czyli tam gdzie biatko p66Shc jest czgsto
odnajdowane w warunkach stresu oksydacyjnego. W analizowanych przeze mnie klonach
MDA-MB-231 nie zauwazylam zmian w poziomie mt.O.” (ryc. 26). Z Kolei,
zaobserwowatam spadek jego poziomu w klonie 1 p66Shc linii MCF-7 w stosunku do
kontroli (ryc. 27). Rozbiezno$¢ w uzyskanych wynikach mozna tlumaczy¢é po pierwsze
zastosowaniem odmiennej techniki uzyskania nokautu biatka p66Shc, po drugie odmiennym
typem nowotworu czy po trzecie faktem, ze obserwowany spadek w poziomie RFT
stwierdzono w komodrkach raka prostaty niezaleznych od hormonow steroidowych —
androgenow. Wiadomo natomiast, ze biatko p66Shc moze wykazywac tzw. steroidozalezno$¢
(HENDERSON & FEIGELSON 2000; ALAM 1 wsp. 2009), co moze mieé¢ znaczenie dla
otrzymanych wynikéw. Nalezy zwroci¢ uwage, ze w swoich badaniach wykorzystywatam
klon ze zmutowang w reszcie Ser36 formg biatka p66She, w ktorym oczekiwatam uzyskac
sttumienie prooksydacyjnej funkcji p66Shc. Niestety nie udato mi si¢ zaobserwowac takiej

zalezno$ci. LEWIS 1 wsp. (2020) rowniez sugeruja, ze wykorzystanie biatka p66Shc
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pozbawionego mozliwosci fosforylacji w Ser36, spowodowato nasilenie migracji komorek
raka sutka i powodowanie przerzutow niezaleznie od jego zdolnosci do stymulowania
mitochondrialnej produkcji RFT.

Poziom reaktywnych form tlenu w duzej mierze zalezy takze od wydolno$ci ochrony
antyoksydacyjnej. Co ciekawe, w przypadku klonow linii MDA-MB-231 nie odnotowatam
istotnych statystycznie réznic w poziomie zadnego z badanych enzymoéow antyoksydacyjnych
(ryc. 28). Niezmieniony poziom SOD1 widoczny w klonie p66Shc KO linii MDA-MB-231
moze czeSciowo thumaczy¢ wzrost poziomu cyt.0O.". Z Kkolei, niewielkie obnizenie poziomu
reduktazy glutationowej oraz katalazy w klonie p66Shc KO moze réwniez czesciowo
wyjasnia¢ podwyzszony W nim poziom H2O2. W przypadku klonu p66Shc KO linii MCF-7,
najwigksze zmiany obserwuje si¢ w poziomie reduktazy glutationowej oraz katalazy (ryc. 29).
Poziom GR jest znaczaco obnizony w klonie p66Shc KO za$§ katalazy podwyzszony.
Dodatkowo, przeprowadzona analiza poréwnawcza spektrometrii mas enzymow
antyoksydacyjnych pozwolita doktadniej przyjrze¢ si¢ systemowi ochrony antyoksydacyjnej
w badanych klonach linii MDA-MB-231 i MCF-7 oraz oznaczy¢ poziom wigkszej liczby
enzymow antyoksydacyjnych (ryc. 30A, B). Na szczeg6lng uwage zastuguje klon p66Shc KO
linii MCF-7, gdzie widoczne jest podwyzszenie poziomu licznych enzymow
antyoksydacyjnych zawierajagcych domeng wiazgca tioredoksyny (ryc. 30B). Tioredoksyna
jest zaliczana do donoréw elektronow, a tym samym przeciwutleniaczy — ,,straznikow”
wewnatrzkomorkowego stanu redoks. Ponadto, najbardziej podwyzszony jest poziom enzymu
katalazy w klonie p66Shc KO linii MCF-7 co potwierdza wynik uzyskany metodg Western
Blot. Zaobserwowatam rowniez podwyzszony poziom takich enzymoéw jak: reduktazy
tioredoksyny (TXNRD1) oraz peroksyredoksyny (PRDX1 oraz PRDX5). Z kolei, klony linii
MDA-MB-231 cechuje raczej wyréwnany poziom badanych enzyméow antyoksydacyjnych, za
wyjatkiem szczegdlnie obnizonego poziomu SODI w klonie ze zmutowang reszta Ser36
biatka p66Shc (1 mut-Ser36-p66Shc) (ryc. 30A). Zaskakujgcym jest fakt, iz nie
zaobserwowalam tego w analizie Western Blot, co moze wynika¢ ze zdecydowanie mniejszej
doktadnosci tej metody. Niezwykle ciekawe, a zarazem intrygujace sa dane prezentowane
przez grupe MIYAZAWA & TsuJl (2014), ktorzy dowodzg niejako nowej roli biatka p66Shc
jako przeciwutleniacza oraz biatka szczegélnie istotnego w roznicowaniu si¢ ludzkich
komorek erytroleukemicznych K562. Wedtug nich transkrypcja biatka p66Shc (jako jedynej
izoformy ShcA) jest aktywowana przez szlak odpowiedzi antyoksydacyjnej — ARE
(sekwencje elementow odpowiedzi antyoksydacyjnej zlokalizowane na niektorych genach)

zwigzanej z czynnikiem transkrypcyjnym Nrf2 (ang. Nuclear factor erythroid 2-related factor
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2). Hemina jest potencjalnym aktywatorem s$ciezki Nrf2-ARE prowadzacym do aktywacji
transkrypcyjnej ferrytyny i innych regulowanych przez ARE genow antyoksydacyjnych
(MiyAZAWA & TsuJl 2014). Autorzy badan dowiedli, ze komorki K562 pozbawione biatka
p66Shc traktowane heming cechuja si¢ nie tylko zwickszong produkcja RFT, lecz takze
podwyzszonym poziomem karbonylowanych bialek. Biorac pod uwagg powyzsze dane jak
réwniez roznice w poziomie niektérych RFT obserwowane w badanych klonach linii MDA-
MB-231 oraz MCF-7, sprawdzilam poziom uszkodzen oksydacyjnych biatek. Jednakze,
przeprowadzone przeze mnie badania karbonylacji biatek nie ujawnily uszkodzen

oksydacyjnych w zadnym z badanych klondéw, zaréwno linii MDA-MB-231 jak i MCF-7
(ryc. 31).

5.2.2. Wplyw zmiany poziomu bialka p66Shc na parametry bioenergetyczne komorek
klonéw linii MDA-MB-231 oraz MCF-7

Mimo, ze Otto Warburg zasugerowal, iz komorki nowotworowe maja dysfunkcyjne
mitochondria i Ze uszkodzenie mitochondriow moze by¢ jedna z przyczyn nowotworu, coraz
to nowsze badania metabolizmu nowotworéw wskazuja, ze to jednak funkcjonalne
mitochondria sg niezb¢dne dla przezycia komorek nowotworowych. W rzeczywistosci
wickszos¢ komoérek nowotworowych nie tylko ma w petni funkcjonalne mitochondria, ale
takze wykorzystuje oddychanie mitochondrialne do promowania wzrostu 1 progresji guza.
Pod tym wzgledem komorki nowotworowe nie dezaktywuja mitochondrialnego metabolizmu
energetycznego, ale raczej zmieniajg mitochondrialny stan bioenergetyczny i biosyntetyczny
(AVAGLIANO I wsP. 2019). Ponadto, majac na uwadze doniesienia literaturowe $wiadczace o
zaangazowaniu biatka p66Shc w regulacj¢ metabolizmu energetycznego mitochondriow
(NEMOTO & FINKIEL 2002; GIORGIO | WsSP. 2005; SOLIMAN I wsp. 2014), chciatam
zweryfikowa¢ w jakim stopniu zmiana poziomu biatka p66Shc bedzie miata wpltyw na
parametry bioenergetyczne komorek klonow linii MDA-MB-231 oraz MCF-7. Potencjal na
wewngtrznej btonie mitochondrialnej jest jednym z kluczowych wskaznikéw aktywnos$ci
mitochondriow i fosforylacji oksydacyjnej. Przeprowadzona przeze mnie analiza mt. AY w
komorkach klonow linii MDA-MB-231 oraz MCF-7 uwidocznita dos¢ ciekawg zalezno$¢.
Otéz, w przypadku obu analizowanych linii nowotworowych najistotniejsze zmiany
odnotowatam w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO)
(ryc. 32A, B). Zaskakujacym jest jednak fakt, ze w tym samym klonie (p66Shc KO), ale w

réznych liniach raka sutka otrzymatam catkowicie przeciwstawny wynik. To znaczy, klon
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p66Shc KO linit MDA-MB-231 charakteryzuje si¢ znaczacym obnizeniem mt. AW (ryc.
32A). Z kolei, ten sam klon, ale linii MCF-7 cechuje istotne podwyzszenie potencjatu na
wewnetrznej blonie mitochondrialnej (ryc. 32B). Odwrotny efekt, ktory uzyskatam moze
wskazywac¢ na poruszane juz wczesniej roznice w typie badanego raka sutka. Linia MDA-
MB-231 jest linig o typie bazalno-podobnym, za§ MCF-7 zaliczana jest do typu luminalnego.
Co wigcej, jak juz zostalo wspomniane AVAGLIANO | WsP. (2019) podkreslaja bardziej
glikolityczny ,,charakter” linii MDA-MB-231 w poréwnaniu z MCF-7, co takze moze miec
wplyw na uzyskany przeze mnie wynik. Tym samym otrzymane dane bezwzgl¢dnie
wskazuja, iz zmiana poziomu biatka p66Shc w klonach poszczegolnych linii raka sutka nie
pozostaje bez wpltywu na bioenergetyke mitochondriow. Tak wigc, postanowitam glebiej
przeanalizowa¢ mozliwe zmiany w bioenergetyce mitochondriow w klonach obu linii raka
sutka, dokonujagc pomiarow szybko$ci zuzycia tlenu przez mitochondrialny tancuch
oddechowy. Na podstawie przeanalizowanych parametrow takich jak oddychanie w stanie
podstawowym, ,wyciek” protonéw oraz maksymalnej szybkos$ci zuzycia tlenu mogg
stwierdzi¢, ze linia MDA-MB-231 charakteryzuje si¢ wigkszg iloscig zmian w analizowanych
parametrach mitochondrialnych w poréwnaniu do klonéw linii MCF-7 (ryc. 33, 34). Na
podkreslenie zastuguje fakt, ze klon linii MDA-MB-231 z wyciszong eckspresja genu
kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) wykazuje obnizenie wszystkich badanych
parametrow w poréwnaniu do pozostatych klonéw tej linii. Swiadczyé to moze jednoczesnie
0 znaczacym obnizeniu wydajnosci syntezy ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej, a tym
samym zmniejszenia jej ,,udzialu” w oddychaniu komorkowym w klonie wykazujacym brak
biatka p66Shc. SOLIMAN | WsP. (2014), wykorzystujac technike spektrometrii mas, odkryli, ze
p66Shc hamuje metabolizm glukozy. Bowiem obnizenie poziomu p66Shc spowodowato
zwiekszenie udziatu glikolizy co jest charakterystyczne dla przemiany metabolicznej zwanej
efektem Warburga (SoLIMAN | wsp. 2014). Co ciekawe, w przeprowadzonej przeze mnie
analizie poziomu poszczegdlnych enzymoéw bioragcych udzial w procesie glikolizy,
wykazatam ze to wiasnie klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc
(p66Shc KO) charakteryzuje si¢ podwyzszeniem poziomu zdecydowanej wigkszosci
enzymow glikolitycznych w obu badanych linitach MDA-MB-231 oraz MCF-7 (ryc. 36A, B).
Biorac pod uwage wyniki prezentowane przez SOLIMAN | WSP. (2014) jak réwniez dane
uzyskane w ramach niniejszej pracy doktorskiej mozna wnioskowac, ze ,,brak” biatka p66Shc
w komorkach nowotworowych moze przyczynia¢ si¢ do wyksztalcenia bardziej
glikolitycznego fenotypu metabolicznego. Dodatkowo, czynnikiem za tym przemawiajacym

moze by¢ fakt, ze w przypadku klonéw linii MCF-7, to klon p66Shc KO takze charakteryzuje
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si¢ znaczacym obnizeniem oddychania w stanie podstawowym (ryc. 34). Biorgc pod uwage
podwyzszony potencjat na wewnetrznej btonie mitochondrialnej w stanie podstawowym przy
obnizonej szybkosci oddychania, mozna wskaza¢ na duze sprzezenie mitochondriow w klonie
p66Shc KO linii MCF-7. Wskazywa¢ to moze na to, iz zmiana poziomu (a doktadniej
wyciszenie genu kodujacego biatko p66Shc), nie ma az tak duzego wptywu na klony linii
MCF-7 jak miato to miejsce w przypadku linii MDA-MB-231. Warto podkresli¢, ze podtyp
potrdjniec ujemnego raka sutka (TNBC, ang. Triple negative breast cancer) jest jednym z
najbardziej agresywnych nowotworéw sutka, z najgorszym rokowaniem i najmniecjszg
celowoscig  terapeutyczng, a jednocze$nie z wigkszym  prawdopodobienstwem
rozprzestrzeniania si¢ i nawrotow (L1 1 wsP. 2017; REDA 1 wsp. 2019) (ryc. 66). Transformacje
nowotworowe gleboko zmieniajag metabolizm komoérkowy w wyniku zwigckszenia zuzycia
glukozy poprzez glikoliz¢ w celu wsparcia onkogenezy (REDA I wsp. 2019). Autorzy ci
wskazuja, ze w poréwnaniu z komérkami ER-dodatnimi (MCF-7), komérki TNBC (MBA-
MD-231) bardziej polegaja na glikolizie, potwierdzajac w ten sposob zasadno$¢ celowania w

te komorki np. inhibitorami glikolitycznymi.

/_ Nowotwory sutka

(1) (+) receptor
hormonalny
L ny B (2) HER2 (+)

W A

Lepsza prognoza

Ryc. 66 Trzy glowne typy raka sutka na podstawie ich wilasciwosci immunohistochemicznych oraz

wzglednych prognoz przezycia (na podstawie AVAGLIANO I wsP. 2019)

ANDERSON | WSP. (2018) w swej pracy podkreslaja rowniez niezwykle istotng role
zmian majacych miejsce w cyklu Krebsa w komorkach nowotworowych. Mimo
wczesniejszych przestanek §wiadczacych o tym, jakoby komorki nowotworowe miaty omijaé
cykl TCA 1 wykorzystywac¢ proces glikolizy tlenowej jako gldéwnego zrodta ATP, obecnie
wiadomo, ze metabolizm niektorych komoérek nowotworowych moze w duzym stopniu
zaleze¢ od cyklu Krebsa (ANDERSON | wsp. 2018). Dane literaturowe wskazuja, ze komorki

nowotworowe bardzo czesto charakteryzujg si¢ zmianami w poziomie i aktywnosci enzymow
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cyklu Krebsa, ktore prowadza do charakterystycznych zmian metabolicznych i
epigenetycznych, ktore sg skorelowane z transformacja i progresja choroby nowotworowej
(ANDERSON I WsP. 2018). Przeprowadzona przeze mnie analiza poziomu enzymow biorgcych
udziat w cyklu Krebsa pokazata, ze klon z wyciszong ekspresjag genu kodujacego biatko
p66Shc linit MDA-MB-231 (potrojnie ujemnego i bardziej agresywnego podtypu raka sutka)
charakteryzuje si¢ obnizeniem poziomu wigkszosci analizowanych enzyméw cyklu Krebsa
(ryc. 35A). Co ciekawe, ANDERSON | WsP. (2018) wskazujg, ze komorki nowotworowe z
mutacjami w IDH stajg si¢ mniej wrazliwe (badZ niewrazliwe) na leczenie z zastosowaniem
,»zmodyfikowanych” inhibitorow IDH. W klonie p66Shc KO linii MDA-MB-231 obserwuje
si¢ obnizenie tego enzymu.

Metabolizm tlenowy w duzej mierze zalezy od sprawnosci funkcjonowania
mitochondrialnego tancucha oddechowego. Badania przedstawione przez OWENS I WSP.
(2011) dostarczajag bezposrednich dowodow na wudzial dysfunkcyjnych kompleksow
mitochondrialnego tancucha oddechowego OXPHOS w powstawaniu nowotworow sutka.
Przeprowadzona przeze mnie analiza profilu OXPHOS w poszczegdlnych klonach zaréwno
liniit MDA-MB-231 jak i MCF-7 niejako potwierdza ten fakt. W przypadku klonu p66Shc KO
linii MDA-MB-231, zaréwno wyniki uzyskane metoda Western Blot jak i duzo bardziej
precyzyjng technikg spektrometrii mas uwidocznity zmiany w postaci znaczacego spadku w
poziomie podjednostek wchodzacych w sktad wszystkich kompleksow OXPHOS (I, II, 11l
oraz IV) za wyjatkiem syntazy ATP (ryc. 37, 38). Stanowi to niejako wytlumaczenie tego co
zaobserwowatam w przypadku parametréw mitochondrialnych w klonie p66Shc KO linii
MDA-MB-231 (ryc. 33). Aby okresli¢ defekt fosforylacji oksydacyjnej w komorkach raka
sutka, grupa badawcza OWENS I wsP. (2011) dokonata analizy zmian w ekspresji genéw
zwigzanych z kompleksami OXPHOS. Zmierzyli oni réwniez aktywno$¢ enzymatyczng
roznych kompleksow. Do analizy wykorzystano linie komorkowe raka sutka charakteryzujace
si¢ odmiennym poziomem ztosliwosci w tym m.in. MCF-7 oraz MDA-MB-231 (OWENS |
wsp. 2011). Wedtug autorow, aktywno$é kompleksow III OXPHOS byta znaczaco obnizona
w liniach komoérek przerzutowego i agresywnego raka sutka (MDA-MB-231). Dane
przedstawione w tym badaniu sugeruja wystepowanie korelacji miedzy defektami OXPHOS a
nasileniem progresji raka sutka. Bowiem agresywna linia komoérkowa przerzutowego raka
sutka — MDA-MB-231 zawierala najwiecej aberracji w aktywno$ci OXPHOS. Aktywno$é
kompleksu III nie zostata praktycznie wykryta, a aktywnos¢ kompleksu V byta zmniejszona
do 10% w linit MDA-MB-231 (OWENS I wsp. 2011). Znajduje to odzwierciedlenie rowniez W
moich badaniach, w ktorych klony linii MCF-7 (mniej agresywnego typu raka sutka)
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cechowaty si¢ mniej znaczacymi zmianami w poréwnaniu z klonami linii MDA-MB-231
(ryc. 39, 40). Ponownie chciatabym podkresli¢, ze klon p66Shc KO linii MDA-MB-231
charakteryzuje si¢ najwickszym obnizeniem poziomu podjednostek wchodzacych w sktad
gtownie kompleksow I oraz IIl tancucha oddechowego. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
pozbawienie komorek biatka p66Shc w istotny sposéb wplywa na parametry mitochondrialne
komorek raka sutka linii MDA-MB-231. Dodatkowo, dane uzyskane przez OWENS | WSP.
(2011) sugeruja, ze nieprawidtowo funkcjonujacy kompleks III bierze udzial w rozwoju raka
sutka, a agresywnos¢ tego rodzaju nowotworu moze by¢ zwigzana z rodzajem i naturg wad

powstatych w profilu OXPHOS.

5.3. Ocena odpowiedzi komorek klonéw linii MDA-MB-231 rézniacych si¢ poziomem
bialka p66Shc na traktowanie doksorubicyng

Linia nowotworowa MDA-MB-231 jest jedng z najczeSciej badanych linii raka sutka
stosowang w badaniach in vitro. Jest ona estrogenoniezalezng linig komorkowa, potrdjnie
ujemng (tzw. triple negative) pod wzgledem receptoréw dla estrogenow (ER-), progesteronu
(PR-) oraz ludzkiego czynnika wzrostu (HER2-). Czyni to linig MDA-MB-231 idealnym
modelem/narz¢gdziem w badaniach doswiadczalnych, majacych na celu opracowanie
skutecznych lekow czy okres$lenie wptywu danego chemioterapeutyka na badany parametr
czy biatko itp. W zwigzku z tym, do oceny odpowiedzi komorek nowotworowych raka sutka
na traktowanie chemioterapeutykiem doksorubicyng wykorzystalam wylacznie uzyskane
klony réznigce si¢ poziomem biatka p66Shc linii MDA-MB-231. Ponadto, dodatkowym
czynnikiem decydujacym o wyborze klonow liniit MDA-MB-231 do dalszych badan jest fakt,
ze klony linii MDA-MB-231 (zwtaszcza klon p66Shc KO) wykazujg zdecydowanie wigcej
zmian w przeanalizowanych parametrach bioenergetycznych w poréwnaniu do klonéw linii
MCF-7. Ponadto, znaczacy potencjal metastatyczny linii MDA-MB-231 jak i jej wysoki
stopien zto§liwos$ci rowniez przyczynily si¢ do wyboru tej wtasnie linii.

Strategie terapeutyczne najczesciej stosowane w przypadku potrdjnie ujemnych
nowotworow sutka oparte sg w gtdéwnej mierze na chemioterapeutykach z grupy antracyklin
(ALKARAKI I WsP. 2020). Do grupy tej zalicza si¢ m.in. doksorubicyne, ktora jest powszechnie
uznawanym chemioterapeutykiem charakteryzujacym si¢ wysoka zdolnoscig eliminowania
szybko dzielgcych sie komorek i zapewniajagcym ogromny potencjal terapeutyczny. Jej
glownym ograniczeniem jest toksycznos¢ dla komorek nienowotworowych w organizmie

cztowieka. Powodem, dla ktorego dokonatam wyboru DOX jest jeden z mechanizmow jej
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dziatania. Oprocz mozliwosci interkalowania pomiedzy zasady podwojnej helisy DNA,
doksorubicyna zwigksza produkcje wolnych rodnikow oraz powoduje powstawanie zaburzen
w bioenergetyce mitochondriow, wywolujac mitochondrialny stres oksydacyjny
(MuHAMMAD | wsp. 2021). Wykorzystanie techniki SRB do oceny cytotoksycznosci
badanego chemioterapeutyka bylo podyktowane niemoznos$cig zastosowania czulszej i
bardziej doktadnej metody z wykorzystaniem odczynnika XTT powszechnie stosowanej do
tego celu (Nowak 1 wsp. 2018). Technika ta wykorzystuje pomiar aktywnos$ci
mitochondrialnych dehydrogenaz. Jednakze, ze wzgledu na zmiany jakie zaobserwowatam
chociazby w poziomie podjednostek kompleksu II w badanych klonach linii MDA-MB-231
uniemozliwito mi zastosowanie tej techniki w moich badaniach. Znaczace podwyzszenie
podjednostek dehydrogenazy bursztynianowej obserwowane np. w klonie z wyciszong
ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) w znaczacy sposob zaktdcatoby

uzyskanie prawidtowych wynikow z wykorzystaniem techniki opartej na odczynniku XTT.

5.3.1. Wplyw zmiany poziomu bialka p66Shc na poziom RFT komorek klonéw linii
MDA-MB-231 traktowanych doksorubicyna

Badania przeprowadzone przez TRINEI | wWsP. (2002) oraz ORSINI | wspP. (2004)
wskazuja, ze komorki (MEF) pozbawione biatka p66Shc charakteryzuje m.in. zmniejszona
akumulacja endogennego markera stresu oksydacyjnego 8-okso-guanozyny. Podobng
zalezno$¢ zaobserwowano W przypadku myszy pozbawionych biatka p66Shc. Z
przeprowadzonych przeze mnie badan wynika z kolei, ze klon z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) linii MDA-MB-231 cechuje si¢ podwyzszonym
poziomem H»O: (ryc. 56). Biorac pod uwage jeden z mechanizméw dziatania doksorubicyny
(m.in. zwigkszenie produkcji RFT) jak rowniez wskazywane zaangazowanie biatka p66Shc w
prooksydacyjng $ciezke sygnalizacyjna, sprawdzitam jak traktowanie komoérek klondéw linii
MDA-MB-231 moze wptyna¢ na status fosforylacji biatka p66Shc w unikalnej reszcie Ser36
oraz poziom pozostatych biatek uczestniczacych w tej $ciezce. Jak mozna zauwazy¢, z ryciny
43A, wynika, ze traktowanie komorek raka sutka DOX skutkowato podwyzszeniem poziomu
fosforylacji biatka p66Shc w Ser36 (w porownaniu z komodrkach nietraktowanymi) w klonie z
podwyzszonym poziomem biatka p66Shc (1 p66Shc). Wyniki uzyskane przez SAKAO &
SINGH (2012) swiadcza o zwiekszonym poziomie ufosforylowanego w Ser36 biatka p66Shc
w komorkach linii MDA-MB-231, co prawda traktowanych inng substancja — D,L-
sulforaphane (SFN), ktéra indukuje w komorkach proces apoptozy. Zaskakujagcym wydaje sie
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fakt, ze nie zaobserwowatam zadnych istotnych zmian w poziomie pozostatych biatek
uczestniczacych w prooksydacyjnej $ciezce p66Shc pomigdzy komorkami (-) 1 (+) DOX w
badanych klonach (ryc. 43A). W przypadku badan SAKAO & SINGH (2012), zauwazono
spadek poziomu izomerazy PIN1 w komorkach raka sutka zaro6wno linii MDA-MB-231 jak i
MCF-7 w odpowiedzi na traktowanie SFN. Ponadto, wykazano $cista zalezno$¢ fosforylacji
w Ser36 od kinazy biatkowej CP. Zastosowanie inhibitora PKCB w znaczacy sposob
hamowato zalezng od SFN fosforylacje biatka p66Shc w Ser36 (SAKAO & SINGH 2012).
CONTE | WsP. (2015) rowniez potwierdzili zwickszong fosforylacj¢ Ser36 biatka p66Shc
zalezng od czasu traktowania jak i dawki substancji, ktorag byt resweratrol (RSV).
Wykorzystali oni nienowotworowe komorki epitelialne prostaty (EPN) oraz komorki
epitelialne (EPN-PKM3), ktore w wyniku wprowadzonych mutacji wykazywaly cechy
komorek nowotworu prostaty (m.in. zwigkszona ruchliwo$¢ 1 migracja komorek,
reorganizacja cytoszkieletu). Oprocz zwigkszonej fosforylacji w  Ser36, autorzy
zaobserwowali réwniez podwyzszony poziom fosforylacji w resztach tyrozyny nie tylko
biatka p66Shc ale i p52She (CONTE 1 wsp. 2015). Uzyskany przeze mnie wynik podwyzszenia
fosforylacji w Ser36 w klonie z podwyzszonym poziomem p66Shc moze $wiadczy¢ o
zwigkszonej odpowiedzi tych komorek na stres oksydacyjny ,,zaindukowany” traktowaniem
doksorubicyna.

Aby to sprawdzi¢, dokonatam analizy poziomu RFT jak rowniez ocenitam status
ochrony antyoksydacyjnej w badanych klonach nietraktowanych oraz traktowanych DOX
(odpowiednio (-) oraz (+) DOX). Generalnie, traktowanie komorek poszczegdlnych klonow
linii MDA-MB-231 DOX nieznacznie zwigkszyto produkcje H.O> w klonach traktowanych
DOX (Ryc. 56). Jest to widoczne w postaci ,,tendencji wzrostowe;j”, gdyz jedynie w klonie z
podwyzszonym poziomem zmutowanej w Ser36 formy biatka p66She (T mut-Ser36-p66Shc)
podwyzszenie poziomu H»O> jest istotne statystycznie w komoérkach traktowanych
doksorubicyna. Bioragc pod uwage podwyzszony poziom fosforylacji w Ser36 biatka p66Shc
w klonie 1 p66Shc spodziewatam si¢ uzyska¢ taki wynik takze dla tego klonu, czyli z
podwyzszonym poziomem biatka p66Shc. Najwyrazniej brak funkcjonalnej Ser36 w klonie 1
mut-Ser36-p66Shc  spowodowat uruchomienie innych mechanizméw, prowadzacych do
podwyzszenia poziomu H202 w odpowiedzi na traktowanie DOX. Ciekawy wydaje si¢
rowniez wynik uzyskany dla klonu z wyciszong ekspresjg genu kodujgcego biatko p66Shc,
ktory jako jedyny praktycznie w ogdle nie odpowiada na traktowanie doksorubicyng
komorek. FURLAN 1 wsp. (2018) wykazali zwigzek biatka p66Shc z protoonkogenem — kinaza

BRAF (ang. Type B rapid accelerated fibrosarcoma) w komorkach czerniaka (A375 i M238)
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oraz fibroblastach NIH 3T3 z mutacja w genic BRAF (NIH3T3-BRAFV600EOQ). Kinaza
BRAF wchodzi w sktad szlaku sygnalowego MAPK (z ktorym réwniez powigzane jest biatko
p66Shc) i jest kodowana przez gen BRAF, ktora bardzo czesto ulega mutacji w nowotworach,
dajac gorsze rokowania pacjentdéw (FURLAN | wsp. 2018). Wykazali oni, z¢ w wyniku
traktowania wspomnianych komorek izotiocyjanianem fenylu (PEITC) (indukujacym
produkcje RFT), onkogenny BRAF sprawia, ze nie dochodzi do fosforylacji Ser36 biatka
p66Shc w tych komoérkach. W zwigzku z tym, aktywacja kinazy JNK1/2, ktéra moze
fosforylowa¢ Ser36 (KHALID | wsP. 2016) zostata sttumiona. Z kolei, hamowanie JNK1/2
skutecznie hamowato produkcj¢ RFT (FURLAN I wsp. 2018). Idac dalej, sprawdzitam rowniez
poziom innych RFT, w tym mitochondrialnego oraz cytozolowego anionorodnika
ponadtlenkowego. Poziom zaréwno cyt.O>” jak i mt.O2" nie zmienit si¢ w zadnym z
badanych klonow linii MDA-MB-231 w wyniku traktowania DOX (ryc. 57). Inne wnioski
zaprezentowata grupa SAKAO & SINGH (2012), ktora wskazuje jednak na wzrost produkcji
mt.O2" zwigzanej z biatkiem p66Shc w wyniku traktowania SFN. Produkcja mt.O>™ byta
znaczgco wyzsza w komorkach MEF z obecnym biatkiem p66Shc w porownaniu z tymi
samymi komorkami ale pozbawionymi biatka p66Shc (SAKAO & SINGH 2012). Brak
obserwowanych zmian zwlaszcza w poziomie mt.O2” mozna ttumaczy¢ problemami jakie
napotkatam podczas jego pomiaru (ryc. 58), a ktore zostaty szczegotowo opisane w rozdziale
4.3.6 albo zastosowaniem innego modelu komérkowego.

Niewielkie zmiany jakie zaobserwowatam w poziomie analizowanych RFT w wyniku
traktowania doksorubicyng poszczegdlnych klonéow linii MDA-MB-231 znalazty
odzwierciedlenie w poziomie enzymow antyoksydacyjnych. Traktowanie komorek klonow
doskorubicyna réznigcych si¢ poziomem biatka p66Shc nie wplyneto w istotny sposob na
poziom zadnego z badanych enzymow antyoksydacyjnych: reduktazy glutationowej, katalazy,
dysmutazy ponadtlenkowej (zarowno SOD1 jak i SOD2) (ryc. 59). Co ciekawe, badania
aktywnosci enzymatycznej SOD, katalazy oraz peroksydazy glutationowej u pacjentek
(badania in vivo) ze zdiagnozowanym rakiem sutka leczonych DOX przedstawione przez
HADI 1 wsp. (2021) wykazaly obnizenie poziomu dysmutazy ponadtlenkowej, podczas gdy
poziom zaréwno katalazy jak i peroksydazy glutationowej byt istotnie podwyzszony (HADI |
wsp. 2021). W swojej pracy rowniez podjetam probg zmierzenia ,,aktywno$ci”, a raczej
zdolnosci antyoksydacyjnej (ryc. 61) mierzonej metodg zaproponowang przez MILLER | WSP.
(1993). Niemniej jednak, nie zaobserwowalam znaczacych zmian w zdolno$ci
antyoksydacyjnej komorek traktowanych doksorubicyna w Zadnym z badanych klonow.

Ponadto, rowniez poszczegdlne klony linii MDA-MB-231 nietraktowane DOX nie
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wykazywaty istotnych zmian. Moze zastosowanie wigkszej ilosci biatka podczas pomiaru
wplynetoby na uzyskany wynik, jednakze dostepno$¢ materialu badawczego byta dla mnie
czynnikiem limitujacym 1 na tej podstawie zmuszona bytam do wyboru zastosowanego

stezenia biatka.

5.3.2. Wplyw traktowania komorek klonéw linii MDA-MB-231 doksorubicyna na
poziom podjednostek kompleksow OXPHOS

Jak juz wielokrotnie bylo poruszane w niniejszej pracy doktorskiej komorki
nowotworowe wykazuja niezwykla ,,plastycznos¢” jesli chodzi o dostosowanie Swojego
metabolizmu do warunkoéw otaczajacego je srodowiska. Dlatego, w swoich badaniach oprocz
analizy wybranych parametrow bioenergetycznych przeprowadzitam roéwniez badania majace
na celu okreslenie profilu OXPHOS w odpowiedzi na traktowanie DOX. Niestety, w Zzadnym
z badanych klonéw nie zauwazylam wplywu traktowania DOX na poziom badanych
podjednostek poszczegdlnych kompleksow tancucha oddechowego (ryc. 46). Warto jednak
nadmieni¢, iz wykazano, negatywny wplyw DOX na funkcjonowanie mitochondrialnego
tancucha oddechowego, wywotujacej dysfunkcje mitochondriow, ktére mogag skutkowac
»stresem energetycznym” w wyniku zaklocenia funkcjonowania tancucha transportu
elektronow (WIGNER | wsp. 2021). Niemniej jednak, podczas interpretacji uzyskanych
wynikow nalezy wzig¢ pod uwage rowniez wrazliwo$¢ raka sutka na stosowany
chemioterapeutyk. Na przyktad, WIGNER | wspP. (2021) w swej pracy wskazuja na bardziej
skuteczng ochrong antyoksydacyjng w komorkach linii MCF-7 anizeli w komérkach MDA-
MB-231 (co réwniez jest widoczne w przeprowadzonych przeze mnie badaniach — ryc. 59A).
Moze si¢ to zatem przektadac si¢ na ich wigksza wrazliwos$¢ na traktowanie doksorybicyng W
porownaniu z linia MDA-MB-231. Ponadto, LOVITT | wsP. (2018) rowniez podkreslaja
,»czynnik” oporno$ci nowotworu (zwlaszcza nowotworéw sutka) na skutecznos$¢ dziatania
zastosowanego chemioterapeutyka. Doktadne mechanizmy powodujace oporno$é sg nadal
stabo poznane w badaniach in vitro z wykorzystaniem modeli komorek raka sutka (LOVITT |
wsp. 2018). Zaobserwowano, ze oporno$¢ na doksorubicyne byta zalezna od linii
komorkowej, co moze wskazywaé na wiele mechanizmoéw wptywajacych na zachowanie
komorek raka sutka w ztozonych mikrosrodowiskach. Innym niezwykle istotnym czynnikiem
moze by¢ dawka DOX zastosowana w przeprowadzonych przeze mnie eksperymentach.
Mianowicie, zastosowana bardzo niska dawka 20 nM doksorubicyny mogta okaza¢ si¢ zbyt
niska do zaindukowania zmian w poziomie podjednostek OXPHOS w odpowiedzi na
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traktowanie analizowanych klonéw DOX. Dla przyktadu, dawki doksorubicyny zastosowane
w innych badaniach z wykorzystaniem linii MDA-MB-231 to: 100 — 200 nM DOX
(MALAKOUTI I WSP. 2022) oraz 0,001uM — 100 uM (LovITT I wsp. 2018).

5.3.3. Ocena zmian parametrow bioenergetycznych w komoérkach poszczegdélnych
klonéw liniit MDA-MB-231 traktowanych doksorubicyna

W zwigzku z tym, ze depolaryzacja wewnetrznej blony mitochondrialnej moze by¢
powigzana z zaburzeniami homeostazy redoks, zbadatam potencjal na wewngtrznej btonie
mitochondrialnej. Traktowanie komoérek DOX spowodowato istotny spadek mierzonego mt.
AY w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (ryc. 45). Podobny wynik
zauwazytam rowniez w klonie z podwyZszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36
formy biatka p66Shc. Wynik ten jest jednak na pograniczu istotnos$ci statystycznej, przez co
mozna mowi¢ jedynie o tendencji spadkowej. Dla przyktadu, badania przeprowadzone przez
SAKAO I SINGH (2012) wskazuja na wigksza opornos¢ komorek MEF cechujacych si¢ brakiem
biatka p66Shc na indukowany SFN spadek potencjalu na wewnetrznej blonie
mitochondrialnej. Trzeba pamigtac, ze nowotwor sutka charakteryzuje si¢ niezwykle wysokim
stopniem zmiennosci, ktory bardzo czegsto wynika z tzw. zmiennosci genomowej (CANEDO I
wsp. 2021). Skutkuje to powstawaniem roéznych fenotypow raka sutka, ktore moga roznic si¢
miedzy soba nie tylko profilem metabolicznym, lecz takze prowadzi¢ do zrd6znicowanej
odpowiedzi na stosowane terapie antynowotworowe (REDA | wsp. 2019). Wskazuje sig, ze
metabolizm mitochondrialny jak rowniez same mitochondria stajg si¢ by¢ kluczowymi
»graczami” nie tylko w biologii nowotworow lecz rowniez ich rozwoju, progresji czy
nabywaniu cech do metastazy oraz odpowiedzi na stosowane chemioterapeutyki (GASPARRE
& SONVEAUX 2017). Aby zbada¢ roznice funkcjonalne pomigdzy badanymi klonami linii
MDA-MB-231 wykazujacymi odmienny poziom biatka p66Shc, wykorzystatam analizator
plynéw zewnatrzkomoérkowych Seahorse XFe96 w celu dokonania profilowania oddychania
mitochondrialnego oraz glikolizy. Praca badawcza prezentowana przez REDA 1 wsp. (2019)
dostarcza danych $wiadczacych o bardziej glikolitycznym ,,charakterze” linii raka sutka
MDA-MB-231 w poréownaniu do linii MCF-7. Ponadto, sugeruje si¢, ze obranie glikolizy
jako jednego z celow dla stosowanych terapii zaczyna by¢ w ostatnim czasie realng strategia
zwalczania szerokiego zakresu nowotworow (LI I wsp. 2016). Zgodnie z tym, postanowitam
sprawdzi¢ czy réznice w mechanizmach metabolicznych moga rzuci¢ nowe §wiatto na roznice

miedzy badanymi klonami (z r6znym poziomem biatka p66Shc), zwtaszcza w odpowiedzi na
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traktowanie DOX. Z przeprowadzonej analizy profilu zakwaszenia zewnatrzkomérkowego
PER wynika, ze w przypadku zmiany poziomu biatka p66Shc, klony: p66Sh KO oraz 1 mut-
Ser36-p66Shc charakteryzujg si¢ spadkiem w ogolnym przebiegu krzywej PER (ryc. 47A) w
poréwnaniu do pozostatych klonow. Traktowanie komorek klonéw doskorubicyng
spowodowato wzrost zakwaszenia zewnatrzkomorkowego jedynie w klonie kontrolnym (ryc.
47B). Roznice w przebiegu krzywej PER pomigdzy komoérkami klonow (-) DOX oraz (+)
DOX lepiej prezentuje rycina 48. Ponadto, biorac pod uwage, ze na parametr mierzonego
zakwaszenia zewnatrzkomorkowego PER skladajg sie rowniez H' powstajace na drodze
oddychania mitochondrialnego, na rycinie 49A i 49B przedstawitam parametr glycoPER. Jest
on Scisle skorelowany z tempem zewnatrzkomoérkowej produkeji mleczanu (obejmujacej
wylacznie proces glikolizy). Warto zauwazy¢, ze klon z wyciszong ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc cechuje niemalze identyczny przebieg zarowno glycoPER jak i
catkowitego PER. Moze to $wiadczy 0 znikomym udziale fosforylacji oksydacyjnej w
procesie produkcji ATP w komorkach tego klonu (co znajdowato takze potwierdzenie w
poziomie podjednostek kompleksow tancucha oddechowego ryc. 46A). Potwierdzeniem
powyzszych obserwacji moze by¢ inny parametr: basal PER, w ktorym co prawda nie
zauwazytam istotnych statycznie roznic, jednak wida¢ wyrazng tendencje $wiadczaca o
najwyzszym poziomie tego parametru W klonie p66Shc KO (ryc. 50). Praca przegladowa
JIANG (2017) dostarcza licznych przyktadéw $wiadczacych o tym, ze jednym ze skutkow
przeprogramowania metabolizmu glukozy przez komorki nowotworowe jest wiasnie
produkcja mleczanu, ktory zmieniajac pH mikrosrodowiska guza w kierunku kwasowosci
moze wplywaé na ruchliwos¢ komoérek danego nowotworu. Jak juz byto wspomniane linia
MDA-MB-231 charakteryzuje si¢ wysokim stopniem metastatyczno$ci, a co za tym idzie
ruchliwo$ci komorek. Obserwowane wysokie zakwaszenie zewnatrzkomorkowe w klonie
p66Shc KO moze przyczynic¢ si¢ do zwigkszenie ruchliwosci badanych komorek. Zwtlaszcza,
ze w trakcie hodowli komorkowej komorek tego klonu zauwazytam wigksza ich wrazliwos¢
na odklejanie, co zresztg bylo jednym z gléwnych problemoéw jakie napotkatam podczas
pomiar6w mitochondrialnego anionorodnika. Z pewnoscia wymaga to jednak
przeprowadzenia dodatkowych badan.

Nastepnie, skupitam si¢ na pomiarze kolejnych parametréw okreslajacych proces
glikolizy w komorkach analizowanych klonéw linii MDA-MB-231. W przypadku parametru
basal glycolysis ponownie obserwuje si¢ wylacznie tendencje wzrostowa W klonie p66Shc
KO zaréowno nietraktowanych jak i traktowanych DOX (ryc. 51A). Jeszcze bardziej utwierdza

to fakt, ze klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc wykazuje najbardziej
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glikolityczny profil sposrod wszystkich badanych klonéw linii MDA-MB-231. Znajduje to
swoje odbicie w parametrze compensatory glycolysis (czyli szybkosci glikolizy po
zahamowaniu mitochondrialnego tancucha oddechowego), w ktérym wspomniany klon
wykazuje najmniejszg zmiang szybkosci glikolizy (rowniez w klonach traktowanych DOX)
(ryc. 51B). Wplyw na to moze mie¢ roéwniez fakt, ze wspomniany klon p66Shc KO
charakteryzuje si¢ najnizszym poziomem oddychania w stanie podstawowym (basal
mitochondrial respiration — Ryc. 54), co jednoczesnie przektada si¢ na mniejszy wzrost
aktywnosci glikolitycznej w przypadku braku syntezy ATP w mitochondriach (parametr
compensatory glycolysis). Parametr post 2-DG acidification (parametr mierzony po dodaniu
2-DG) réwniez pokazuje znaczacy udzial glikolizy w badanych klonach linii MDA-MB-231
(ryc. 52). Na szczeg6lng uwage zastuguje jednak parametr % PER from glycolysis (ryc. 53A).
Pokazuje¢ on istotne statyStycznie roznice $wiadczace o znacznym udziale glikolizy w klonie z
wyciszong ekspresjg genu — p66Shc KO linii MDA-MB-231 w stosunku do wszystkich
pozostatych klonoéw tej linii. Wykresy kolowe (ryc. 53B) pokazuja niemalze bliski 100%
udziat glikolizy w oddychaniu komdrek klonu p66She KO. Wystarczy spojrze¢ na parametr
oddychania mitochondrialnego (ryc. 54), z ktorego wynika, ze klon p66Shc KO
charakteryzuje si¢ najnizszym poziomem szybkosci zuzycia tlenu w Stanie podstawowym. Co
wigcej, parametr ten w przypadku komorek pozbawionych biatka p66She rdzni si¢ znaczaco
od wszystkich innych analizowanych klonow linii MDA-MB-231: z podwyzszonym
poziomem biatka p66Shc, podwyzszonym poziomem zmutowanej w reszcie Ser36 formy oraz
klonu kontrolnego. Swiadczy¢ to moze o znaczacym wplywie zmiany poziomu biatka p66Shc
na szybko$¢ zuzycia tlenu w stanie podstawowym. Istniejag doniesienia, ktére wigza
zwigkszony udzial procesu glikolizy ze zwigkszonym poziomem RFT (Yu 1 wsp. 2011;
MoOVAHED | wsP. 2019). Jest to bardzo dobrze widoczne rowniez w przypadku
przeprowadzonych przeze mnie badan. Mianowicie, zwigkszony poziom parametrow
zwigzanych z procesem glikolizy (basal PER, basal glycolysis itp.) w klonie p66Shc KO
koreluje ze zwigkszonym poziomem RFT (ryc. 56). Pojawia si¢ jednak pytanie dotyczace
przyczyny podwyzszonego poziomu RFT w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujacego
p66Shc, przy znaczaco ograniczonej fosforylacji oksydacyjnej. Dowodzi¢ to moze
wystepowaniu ,,nie-mitochondrialnych” zrodet powstawania RFT w tym klonie, co wymaga
przeprowadzenia dodatkowych badan. Nie-mitochondrialne zuzycie tlenu (zuzycie tlenu na
powierzchni  komorki) za  posrednictwem  transportu  elektrondéw przez blong
transplazmatyczng (t-PMET, ang. Trans-plasma membrane electron-transport) zostato

udokumentowane w glikolitycznym raku sutka, do ktorego zaliczy¢ mozna m.in. linic MDA-
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MB-231 okreslang jako potrojnie ujemnag. Zasugerowano, ze wspomaga to metabolizm
glikolityczny poprzez ponowne utlenianie NADH do NAD®* (HERST & BERRIDGE 2007).
Ponadto, REDA 1 wspP. (2019) doszli do wniosku, ze podstawowa aktywno$¢ oddechowa w
komorkach MDA-MB-231 byla znacznie nizsza niz w linii MCF7. Jednakze, autorzy
wskazuja rowniez na liczne rozbiezno$ci majace miejsce w komorkach linit MDA-MB-231.
Wedlug REDA | wspP. (2019) mitochondria komoérek MDA-MB-231 (pomimo bardziej
glikolitycznego profilu) byty bardziej sprz¢zone (charakteryzowaty sie mniejszym wyciekiem
protonéw) i mialy znacznie wigkszg pojemno$¢ oddechowa niz komorki linii MCF-7
reagujace na hormony. Nalezy zwréci¢ uwage, iz w zadnym z badanych parametrow,
okreslajacych aktywnos$¢ glikolityczng jak réwniez oddychanie tlenowe, nie zauwazytam
zmian w obrebie danego klonu pomiedzy komorkami nietraktowanymi oraz traktowanymi
DOX. Swiadczy to najprawdopodobniej o zastosowaniu zbyt niskiej dawki doksorubicyny
(20 nM), o ktérym wspomniatam nieco wyzej. W ocenie cytotoksycznosci kierowatam si¢
zasadg, doboru st¢zenia DOX, ktore powoduje 10% spadek w zywotnosci komorek. Niemniej
jednak, ograniczenia zastosowanej techniki wykorzystujacej barwnik sulforodaming B mogty
spowodowac¢ pojawienie si¢ czynnikdw zaburzajacych uzyskany wynik a tym samym btgdne
(zbyt niskie) dobranie stezenia DOX.

W ramach podsumowania przeanalizowanych parametrow bioenergetycznych klonow
liniit MDA-MB-231 dokonatam oceny fenotypu metabolicznego tzw. sygnatury metabolicznej
badanych klonow bgdacych wypadkowa dwoch parametrow: ,,basal ECAR” oraz ,basal
OCR” (ryc. 55). Wynika z niego, ze klon p66Shc KO jest najbardziej ,,odstajgcym” od
pozostatych klonem linii MDA-MB-231. Wykazuje zdecydowanie nizsze zuzycie tlenu w
stanie podstawowym (basal OCR), charakteryzujac si¢ tym samym najbardziej
glikolitycznym profilem metabolizmu sposrod badanych klonéw. Co wazne, traktowanie
komorek doksorubicyng poszczegdlnych klonow spowodowalo poglebienie przesunigecia w
kierunku wzrostu udziatu glikolizy w klonie p66Shc KO (ryc. 55B, C). Z kolei, w przypadku
komorek pozostatych klonow: K, 1 p66Shc oraz 1 mut-Ser36-p66Shc traktowanie DOX
poskutkowato obnizeniem udziatu OXPHOS (klony: 1 p66Shc oraz T mut-Ser36-p66Shc)
oraz tylko niewielkim wzrostem udziatu glikolizy (klony: K, 1 p66Shc).

Pomimo, iz ,,fenotypy metaboliczne” komorek nowotworowych wcigz wzbudzajg
wiele kontrowersji, wiadomo, ze mitochondria w komorkach nowotworowych pozostaja
jednak funkcjonalne. W zwiazku z tym, w pierwszej kolejnosci postanowitam sprawdzi¢ jak
zmiana poziomu biatka p66Shc jak réwniez traktowanie komorek doksorubicyna moze

wplyna¢ na morfologie¢ sieci mitochondrialnej. Jak juz zostato wspomniane powyzej, komorki
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linii MDA-MB-231 cechuje nizsze zuzycie tlenu w poréownaniu z komoérkami linii MCF-7
(REDA 1 Wsp. 2019). Badania przeprowadzone przez KoiT 1 wsp. (2020) wskazuja dodatkowo
na zdecydowanie mniejsza ilo§¢ mitochondriow w komoérkach linii MDA-MB-231 w
poréwnaniu z linig MCF-7. Tlo$¢ mitochondriow mierzona byta zar6wno na podstawie analizy
z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej jak i techniki aktywnosci syntazy cytrynianowej
opracowanej przez grupg KoIT 1 wsp. (2020). Przeprowadzona przeze mnie analiza morfologii
sieci mitochondrialnej rowniez wskazuje na stosunkowo slabo rozwinigtg sie¢
mitochondrialng w komorkach linii MDA-MB-231 (ryc. 44). Traktowanie komorek
poszczegdlnych  klonéw  doksorubicyng spowodowato znaczace zwickszenie jader
komodrkowych jak rowniez rozproszenie sieci mitochondrialnej wokoét jadra komorkowego.
Co ciekawe, nietraktowane DOX komoérki klonu p66Shec KO (wykazujacego najbardziej
glikolityczny fenotyp spos$rod badanych klondéw linii MDA-MB-231) wydaja si¢ miec
najstabiej rozwinieta sie¢ mitochondrialng, co moze by¢ zwigzane z obnizong aktywnos$cig
tancucha oddechowego w tym klonie. Wymaga to jednak potwierdzenia z wykorzystaniem

innych zaawansowanych technik pomiaru parametrow morfologicznych mitochondriow.

5.3.4. Wplyw zmiany poziomu bialka p66Shc oraz traktowania doksorubicyna
komorek klonéw linii MDA-MB-231 na parametry apoptotyczne

Zwiazek biatka p66Shc z procesem apoptozy sktonil mnie do sprawdzenia jak zmiana
poziomu biatka p66Shc w klonach linii MDA-MB-231, jak rowniez odpowiedz komorek na
traktowanie doksorubicyng, moze wptynaé na przezywalnos¢ komorek badanych klonow. O
ile, zmiana poziomu biatka p66Shc nie wptyneta znaczaco na zaden z badanych parametréw
,-apoptotycznych”: poziom zywych komorek, komorek wezesno- oraz poéznoapoptotycznych,
o tyle traktowanie komoérek DOX juz tak (ryc. 63). Najwigksze zmiany widoczne sg w
poziomie zywych komorek oraz komodrek wczesnoapoptotycznych. Dotycza one w obu
przypadkach klonu z wyciszona ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66She KO) oraz
komorek kontrolnych (poziom zywych komoérek). Komorki klonu p66Shc KO traktowane
doksorubicyng cechuje istotny spadek w zywotnosci komorek oraz zdecydowany wzrost
poziomu komoérek wczesnoapoptotycznych w porownaniu z komorkami nietraktowanymi.
Swiadczy¢ to moze o stabszych mechanizmach ochrony komérek nowotworowych przed
inicjacja procesu apoptozy w komorkach klonu p66She KO. Generalnie, pierwotne zatoZenie
roli biatka p66Shc w procesie apoptozy zaktadato, ze pozbawienie komoérek biatka p66Shc

zapewnialo im ,,ochrong” przed indukowanym (np. promieniowaniem UV czy staurosporyng)
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procesem apoptozy (MIGLIACCIO | wsP. 1999; ORSINI | wsP. 2004; PACINI | wsp. 2004).
Wyniki uzyskane przez SAKAO & SINGH (2012) w uniesmiertelnionych komoérkach MEF
pozbawionych biatka p66Shc wskazuja na zwigkszong oporno$¢ na indukowany SFN proces
apoptozy w tych komorek. Ponadto, wyciszenie genu kodujacego biatko p66Shc w
komoérkach MDA-MB-231 oraz MCF-7 réwniez wplywa korzystnie na zwigkszong opornos¢
komorek raka sutka na proces apoptozy indukowany SFN (SAKAO & SINGH 2012). Ci sami
autorzy potwierdzili, ze zwigkszenie poziomu SOD2 w tych komorkach (transfekcja przy
uzyciu odpowiednich wektoréw) zapewnito prawie catkowita ich ochron¢ przed apoptoza
indukowang SFN. Inni badacze (CANEDO 1 wsp. 2021) potwierdzili, ze Sstosowanie
jednoczesnie doksorybicyny z inhibitorami polimerazy poli (ADP-rybozy) (PARPI, ang. Poly
(ADP-ribose) polymerase inhibitor) w tych samych st¢zeniach dziata ,,aktywujaco” na biatko
p66Shc. Przeprowadzona przez nich analiza procesu apoptozy (z wykorzystaniem aneksyny
V) wykazata, Zze wysoki poziom biatka p66Shc w komorkach raka sutka — Hs578T
(zaliczanego do potrojnie ujemnych, TNBC) powodowal okoto 60% wzrost wskaznika
apoptozy komorek raka sutka w odpowiedzi na ,,}aczone” leczenie doksorubicyna/PARPi w
porownaniu z komorkami pozbawionymi p66Shc i linig kontrolng (wykazujacg nizszy
endogenny poziom p66Shc). Zwigkszony wskaznik apoptozy w wyniku leczenia
doksorubicyna/PARPi doprowadzit tym samym do 25% wzrostu uwalniania z mitochondriow
cytochromu ¢ w komodrkach Hs578T o wysokim poziomie ekspresji p66Shc w poréwnaniu z
komorkami pozbawionymi biatka p66Shc i komoérkami kontrolnymi. Podsumowujac, dane
uzyskane przez CANEDO 1 WSP. (2021) sugerujg, ze zmniejszenie zywotnosci analizowanych
przez nich komorek raka sutka w wyniku traktowania doksorubicyng/PARP1 jest zalezna od

biatka p66Shc zarowno w modelu in vitro jak i in vivo.

5.4. Korelacja poziomu bialek rodziny ShcA, Ras oraz TrkB z typem guzow litych

mozgu oraz ich stopniem zlosliwosci

W celu okreslenia potencjalnej korelacji migdzy typem nowotworu mézgu, stopniem
ztosliwosci a poziomem biatek rodziny ShcA, Ras oraz TrkB przeanalizowano 49 probek
guzow neuroepitelialnych pobranych od pacjentéw pediatrycznych. Wykorzystane w pracy
doktorskiej probki zalicza si¢ do 5 glownych grup reprezentujacych okreslone typy
nowotworow mozgu (ryc. 10). Warto podkresli¢, ze przyporzadkowanie analizowanych
probek do poszczegdlnych grup potwierdzono na podstawie badan histopatologicznych oraz

immunohistochemicznych (PRILL 1 wsp. 2021).
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Grupa 1 — Guzy splotu naczyniowkowego reprezentowana jest przez dwa typy guzow:
brodawczak  splotu  naczyniowkowego (1  stopien ztosliwosci) oraz rak splotu
naczyniowkowego (111 stopien ztosliwosci).
Grupa 2 — Rozlane gwiazdziaki | skgpodrzewiaki, do ktorej zalicza si¢ 3 typy rozleglych
guzéw: glejak zlosliwy (IV stopien ztosliwosci), skgpodrzewiak typu pediatrycznego (Il
stopien zlosliwos$ci) oraz skgpodrzewiak anaplastyczny typu pediatrycznego (II1 stopien
ztosliwosci).
Grupa 3 — Guzy pochodzenia zarodkowego OUN wsrdd ktorej wyrdznia si¢ nastepujgce trzy
typy guzow: rdzeniak (IV stopien ztosliwosci), guzy zarodkowe NOS (IV stopien ztosliwosci)
oraz atypowy nowotwor potworniakowo/pateczkowaty (IV stopien zto§liwosci).
Grupa 4 — Nowotwory gleju wysciétkowego reprezentowana przez dwa typy guzow:
wysciotczak (11 stopien ztosliwos$ci) oraz wysciotczak anaplastyczny (111 stopien ztosliwosci).
Grupa 5 — Inne guzy astroglejowe rozrozniajagca cztery typy guzoéw: gwiazdziak
wlosowatokomorkowy (1 stopien zlosliwosci), gwiazdziak pilomyksoidny (11 stopien
ztosliwosci), Zoltakogwiazdziak pleomorficzny (Il stopien zloSliwo$ci) oraz gwiaZdziak
podwysciotkowy olbrzymiokomorkowy (1 stopien ztosliwosci).

Szereg danych literaturowych wskazuje, ze aktywno$¢ biatka Ras zalezy od rekrutacji
biatek ShcA, ktora ma miejsce po aktywacji Trk przez np. neurotrofiny (LOTTI I wsp. 1996;
ZAMPIERI & CHAO 2006). Zaburzone funkcjonowanie biatek tego szlaku moze by¢ Scisle
zwigzane z procesami onkogennymi, zwlaszcza ze biatko Ras niejednokrotnie zostato opisane
jako onkogen, za$ jego aktywacja moze wplywac na aktywnos$¢ dalszych kinaz biorgcych
udziat w proliferacji komoérek. Co wigcej, poziom receptorow Trk, korelowano z
nowotworem ztosliwym i sugerowano, ze mogg by¢ czynnikiem prognostycznym w guzach
moézgu (NAKAGAWARA 1 WSP. 1993; TERUI I wsp. 2005). Ponadto, NAKAGAWARA | WsP. (1993)
oraz JABOIN 1 wWsP. (2002) wskazujg TrkB jako negatywny marker prognostyczny w nerwiaku
zarodkowym. Przeprowadzone badania majace na celu okreslenie zalezno$ci miedzy
poziomem analizowanych biatek, a typem nowotworu nie wykazaty istotnych roznic
$wiadczacych o istnieniu takiej korelacji za wyjatkiem poziomu TrkB. Réznica w poziomie
TrkB widoczna jest pomiedzy grupa 3 (guzy pochodzenia zarodkowego OUN) a grupa 4
(nowotwory gleju wysciotkowego) badanych typow nowotworow. Brak jest natomiast
obserwowanych réznic w poziomie zarowno wszystkich badanych izoform rodziny ShcA, jak
i biatka Ras (pomigdzy analizowanymi rodzajami nowotworow), co wydaje si¢ by¢ zgodne z

aktualng wiedza o bialku Ras, w ktorej genotyp (status mutacji) jest gldwnym winowajca
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roznic w genie kodujacym biatko Ras (MuNOz-MALDONADO | wsp. 2019) i agresywnosci
nowotworu.

Klasyfikacja guzéw nowotworowych OUN zgodna z zalozeniami WHO (2016)
tradycyjnie obejmuje stopniowanie histologiczne zaczynajac od I stopnia (fagodne) do stopnia
IV (ztosliwe). Guzy nowotworowe moézgu u dzieci s3 najczes$ciej nowotworami litymi i
obejmuja kilka podtypow histologicznych (POLLACK | wsp. 2019). Gwiazdziak
wlosowatokomorkowy to wolno rosngcy, dobrze odgraniczony, cz¢sto torbielowaty typ
nowotworu u matych i nieco starszych dzieci, odpowiadajgcy I stopniu ztosliwosci wg WHO.
Jest najczestszym nowotworem OUN u dzieci (SALLES | wsp. 2020). Z kolei, najczestszym
zto§liwym guzem nowotworowym moézgu u dzieci jest rdzeniak (stopien IV wg WHO), ktory
stanowi okoto 70% przypadkow (KLINE | wsp. 2017). Inny wariant rdzeniaka, a doktadniej
desmoplastyczny/guzowaty rdzeniak zarodkowy obejmuje 10-20% przypadkow (LOUIS | WSP.
2016; KLINE 1 wsp. 2017). Guzy nowotworowe mozgu odpowiadajgce zmianom I stopnia
zto§liwosci sa nowotworami o niskim potencjale proliferacyjnym. Zmiany charakterystyczne
dla 11 stopnia ztosliwosci sa zwykle naciekajace i czgsto nawracajg z tendencjg progresji do
wyzszego stopnia zlosliwosci. Guzy nowotworowe mozgu Il stopnia ujawniaja histologiczne
,cechy ztosliwosci” przede wszystkim w postaci wzmozonej aktywnosci mitotycznej.
Oznaczenie stopnia IV stosuje si¢ do ,,mitotycznie czynnych”, prowadzacych najczesciej do
martwicy nowotworéw o szybkiej progresji, skutkujacych zgonem. Glejak zilosliwy i
generalnie guzy pochodzenia zarodkowego OUN sa przyktadami nowotworoéw 0 IV stopniu
ztosliwosci (Louls 1 wsp. 2016). Wykonana przeze mnie analiza pokazala, ze sposrod
analizowanych biatek z rodziny ShcA, jedynie izoforma p46Shc jest znaczaco podwyzszona
w nowotworach z [ stopniem zlosliwos$ci w pordwnaniu do innych guzéw nowotworowych
mozgu z 11, 111 oraz IV stopniem ztosliwosci. W przypadku izoformy p52Shc mozna mowic¢
jedynie o tendencji podobnej do tej obserwowanej dla biatka p46Shc. Poziom biatka p66Shc
nie wykazuje istotnych réznic w zwigzku z tym w przypadku badanych guzéw litych mozgu
brak jest zaleznos$ci miedzy poziomem biatka p66Shc a ich stopniem zto§liwosSci. Przeciwnie
niz ma to miejsce w przypadku nowotwordéw sutka, gdzie podwyzszony poziom p66Shc
korelowat z wysoce przerzutowymi wariantami ludzkiej linii komérkowej raka sutka MDA-
MB-231 (URSINI-SIEGEL & MULLER 2008). Oznaczony przeze mnie poziom biatka Ras
réwniez jest zblizony W guzach o réoznym stopniu ztosliwosci (I, I, 111 1V). Aczkolwiek, w
guzach o | stopniu ztosliwosci mozna zauwazy¢, ze poziom biatka Ras byt najnizszy. Wyniki
te sa niejako sprzeczne z badaniami dotyczacymi poziomu Ras w guzach osrodkowego

uktadu nerwowego dorostego cztowieka, opublikowanymi przez GUTIERREZ-ERLANDSSON I
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wspP. (2013). Wykazali, oni ze ekspresja R-RAS2 jest silniejsza w guzach osrodkowego
uktadu nerwowego dorostego czlowieka o niskim stopniu ztosliwosci (stopien I-11) anizeli 0
wyzszym stopniu ztosliwosci (stopien III-1V). Moze to sugerowaé, ze R-RAS2 ulega
nadekspresji we wezesnych stadiach ztosliwosci. W przypadku TrkB nie znalaztam korelacji
migdzy poziomem tego biatka a stopniem zlosliwosci. Przeciwny wniosek wysunela grupa
badawcza ZHANG | wsp. (2017), gdzie w wyniku przeprowadzonej przez nich metaanalizy
poziom ekspresji TrkB byt silnie (dodatnio) skorelowany ze stadium klinicznym (I-11 vs 11—
IV). Ponadto, stwierdzono, ze TrkB moze by¢ potencjalnym biomarkerem ,,niekorzystnego”
rokowania. Nalezy podkresli¢ jednak, ze taki wniosek zostal wysuniety na podstawie analizy
kohorty nowotwordéw obejmujacych m.in. nowotwory zotadka (ZHANG I wspP. 2008; TANAKA |
wsp. 2014), jelita grubego (FAN 1 wsp. 2014; DAWSON I wsp. 2015), niedrobnokomoérkowego
ptuc (OKAMURA 1 WsP. 2012) czy nowotwory jajnika (Au 1 wsp. 2009).

Podsumowujac, zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskie wyniki $wiadczg o
wplywie biatka p66Shc na metabolizm komorkowy badanych linii raka sutka. Wykorzystanie
dwoch réznych linii nowotworowych sutka roéznigcych sie poziomem endogennego biatka
p66Shc potwierdzito wysoka zmienno$¢ ,,fenotypowa” w obrebie tego samego typu
nowotworu. W przypadku przeprowadzonych przeze mnie badan wyrazona jest ona W
odmiennej odpowiedzi komorek linii MDA-MB-231 oraz MCF-7. Zmiana poziomu biatka
p66Shc w uzyskanych klonach analizowanych linii nowotworowych pokazata, ze biatko
p66Shc moze petni¢ wazng role zwlaszcza w bioenergetyce mitochondriow. Wykorzystanie
klonow linii MDA-MB-231 w celu zbadania odpowiedzi komorek roéznigecych si¢ poziomem
biatka p66Shc na traktowanie doksorubicyng pokazalo jedynie ,,trend” zmian, a zarazem
potencjalny kierunek dalszych badan, z uwagi na zastosowanie przeze mnie stosunkowo
niskiej dawki DOX. Sposrod wszystkich biatek rodziny ShcA, jedynie izoforma p46Shc
wydawac¢ sie moze potencjalnym kandydatem do zastosowania jako biomarker w diagnostyce

oraz prognozowaniu guzow litych mozgu pacjentéw pediatrycznych.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Gléwnym celem niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie roli biatka adaptorowego

p66Shc w fizjologii mitochondriow komoérek nowotworowych raka sutka. Szczegolng uwage

poswiecono wplywowi zmiany poziomu biatka p66Shc na odpowiedz komorek

nowotworowych na stres oksydacyjny oraz zwigzany z nim status ochrony antyoksydacyjnej

jak roéwniez wybrane mitochondrialne parametry bioenergetyczne.

Na podstawie uzyskanych wynikow mozliwe jest wyciagniecie nast¢pujacych wnioskow:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Wykorzystanie dwoch linii nowotworowych raka sutka ze wzglednie wyzszym
(MDA-MB-231) oraz nizszym (MCF-7) poziomem biatka p66Shc potwierdzito
wysoka zmiennos$¢ ,,fenotypowa” w obregbie tego samego typu nowotworu, ktora w
przypadku przeprowadzonych przeze mnie badan wyrazona jest W roznicach
obserwowanych w badanych parametrach funkcjonalnych komorki.

Linia MDA-MB-231 ze wzglednie wyzszym poziomem biatka p66Shc charakteryzuje
si¢ jednocze$nie wyzszym poziomem poszczegdlnych biatek bioracych udziat w
prooksydacyjnej Sciezce sygnalizacyjnej biatka p66Shc w poréownaniu z linig MCF-7
(ze wzglednie nizszym poziomem p66Shc).

Wyzszy poziom analizowanych biatek zaangazowanych w prooksydacyjng $ciezke
biatka p66Shc w linit MDA-MB-231 koreluje z istotnie wyzszym poziomem zarOwno
cytozolowego jak i mitochondrialnego anionorodnika ponadtlenkowego.

Zmiana poziomu biatka p66Shc w liniach MDA-MB-231 oraz MCF-7 nie wywotata
»jednego wspodlnego trendu” zmian w badanych parametrach zwigzanych 2z
odpowiedzig na stres oksydacyjny.

Nie wykazatam zwigzku pomigdzy podwyzszonym poziomem fosforylacji w Ser36,
uzyskanym w klonie 1 p66Shc (co opisano w przypadku komorek nienowotworowych
np. fibroblastow). Swiadczy¢é to moze o wystepowaniu w komérkach nowotworowych
innego typu regulacji badz obecnosci dodatkowych mechanizméw uruchamianych w
odpowiedzi na zmiang¢ poziomu p66Shc jak i jego fosforylacji w Ser36.

Klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66Shc (p66Shc KO) linii MDA-
MB-231 (potrojnie ujemny podtyp raka sutka) charakteryzuje si¢ znaczacym
obnizeniem wszystkich parametrow funkcjonalnych mitochondrialnego tancucha

oddechowego (obnizone parametry szybkosci zuzycia tlenu w stanie podstawowym,
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7)

8)

9)

poziomu ,,wycieku” protonéw oraz maksymalnej szybkosci zuzycia tlenu). Obecnos¢
tego samego ,,trendu” zmian stwierdzitam rowniez w tym samym klonie (p66Shc KO)
linii MCF-7.

Obnizenie wszystkich badanych parametréw funkcjonalnych mitochondrialnego
fancucha oddechowego w klonie z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko
p66Shc linii MDA-MB-231 Kkoreluje z istotnym obnizeniem wigkszosci
analizowanych podjednostek wszystkich kompleksow tancucha oddechowego
(kompleks | — 1V) za wyjatkiem syntazy ATP.

Wykazatam, ze klon z wyciszong ekspresja genu kodujacego biatko p66She linii
MDA-MB-231 charakteryzuje si¢ najbardziej glikolitycznym ,,fenotypem”
metabolicznym sposrod wszystkich badanych klonéw. Swiadcza o tym podwyzszone
parametry glikolityczne (m.in. poziom enzyméw zaangazowanych w proces glikolizy
oraz cykl Krebsa, udzial zakwaszenia zewnatrzkomérkowego PER pochodzacego z
glikolizy, basal PER czy basal glycolysis) przy jednocze$nie obnizonych
podstawowych parametrach zwigzanych z oddychaniem mitochondrialnym.
Traktowanie komorek klondéw linii MDA-MB-231 doksorubicyna spowodowato
istotne powickszenie jader komorkowych jak rowniez zmiang lokalizacji sieci

mitochondrialnej, ktora jest rownomiernie rozmieszczona po catej komorce.

10) Udowodnitam, ze komorki klonu z wyciszona ekspresja genu kodujacego biatko

p66Shc  charakteryzuja  si¢  najwigksza  wrazliwo$cia na  traktowanie
chemioterapeutykiem DOX (nawet przy zastosowaniu bardzo niskiej dawki DOX — 20
nM).

11) Wykazatam, ze jedynie izoforma p46Shc wydawaé si¢ moze potencjalnym

kandydatem do zastosowania jako biomarker w diagnostyce oraz prognozowaniu

guzéw mozgu pacjentdw pediatrycznych.

Podsumowujac, zaprezentowane w niniejszej pracy doktorskiej badania jednoznacznie

wskazuja na wplyw biatka p66Shc na fizjologi¢ mitochondridéw komoérek nowotworowych
raka sutka. Niemniej jednak, otrzymane wyniki potwierdzaja wystepowanie stosunkowo
wysokiego stopnia heterogenicznosci w obrebie tego samego typu nowotworu jakim jest rak
sutka. Rolg¢ biatka p66Shc w komorkach analizowanych linii nowotworowych MDA-MB-231
oraz MCF-7 nalezy wigza¢ z jego wplywem na metabolizm mitochondrialny badanych
komorek nowotworowych anizeli z odpowiedzig komoérki na stres oksydacyjny (zwigzang z

obecno$cig unikalnej reszty Ser36 w bialku p66Shc) jak to zostalo zaproponowane dla
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komorek nienowotworowych (np. fibroblastow). Uzyskane przeze mnie wyniki pozwolily na
wskazanie nieopisanej dotad zalezno$ci pomigdzy poziomem biatka p66Shc a glikolitycznym
profilem metabolicznym komorek nowotworu sutka. Klon z wyciszona ekspresja genu
kodujacego biatko p66Shc linii MDA-MB-231 (stanowigcej bardziej metastatyczny, potrdjnie
ujemny podtyp raka sutka) cechuje si¢ zwigkszonym poziomem wielu badanych parametréw
glikolitycznych  przy jednoczesnym, znaczgcym spadku parametrow opisujacych
mitochondrialny metabolizm tlenowy. Ponadto, komoérki klonu z wyciszong ekspresjg genu
kodujacego biatko p66Shc linii MDA-MB-231 cechuja si¢ zdecydowanie wigksza
wrazliwoscia na traktowanie doksorubicyng (powszechnie stosowang W terapii
antynowotworowej). W zwiazku z powyzszym, uzyskane przeze mnie dane poszerzyly
podstawowa wiedze dotyczaca funkcji biatka p66Shc w komoérkach nowotworowych, ktora
moze Ww istotny sposob przyczyni¢ si¢ do udoskonalenia najnowszych strategii

terapeutycznych stosowanych w przypadku nowotwordéw sutka.

208



10.

11.

12.

13.

7. BIBLIOGRAFIA

AHMED S. B. M & PRIGENT S. A. 2017. Insights into the Shc Family of Adaptor
Proteins. J Mol Signal., 12: 2.

AHN C. S & METALLO C. M. 2015. Mitochondria as biosynthetic factories for cancer
proliferation. Cancer Metab, 3: 1.

ALAM S. M, RAJENDRAN M, OUYANG S, VEERAMANI S, ZHANG L, LIN M-F. 2009. A
novel role of Shc adaptor proteins in steroid hormone-regulated cancers. Endocr Relat
Cancer., 16 (1): 1.

ALFEREZ D. G, SIMOES B. M,HOWELL S. J, CLARKE R. B. 2018. The Role of Steroid
Hormones in Breast and Effects on Cancer Stem Cells. Curr Stem Cell Rep., 2018; 4
(1): 81-94.

ALKARAKI A, ALSHAER W, WEHAIBI S, GHARAIBEH L, ABUARQOUB D, ALQUDAH D.
A, AL-Azzawl H, ZUREIGAT H, SoOULEIMAN M, AwiDi A. 2020. Enhancing
chemosensitivity of wild-type and drug-resistant MDA-MB-231 triple-negative breast
cancer cell line to doxorubicin by silencing of STAT 3, Notch-1, and -catenin genes.
Breast Cancer, 27 (5): 989-998.

ANDERSON N. M, MuckA P, KERN J. G,FENG H. 2018. The emerging role and
targetability of the TCA cycle in cancer metabolism. Protein Cell, 9 (2): 216-237.
ARANY I, FAISAL A, NAGAMINE Y, SAFIRSTEIN R. L. 2008. p66shc inhibits pro-survival
epidermal growth factor receptor/ERK signaling during severe oxidative stress in
mouse renal proximal tubule cells. J. Biol. Chem., 283: 6110-6117.

AUuC. W, SiuM. K, Liao X, WoNGE. S, NGANH. Y, TAM K. F, CHAN D. C. W, CHAN
Q. K.Y, CHEUNG A. N. Y. 2009. Tyrosine kinase B receptor and BDNF expression in
ovarian cancers—Effect on cell migration, angiogenesis and clinical outcome. Cancer
Lett., 281: 151-161.

AVAGLIANO A, Ruocco M. R, ALIOTTA F, BELVISO |, ACCURSO A, MASONE S,
MONTAGNANI S, Arcuccl A. 2019. Mitochondrial Flexibility of Breast Cancers: A
Growth Advantage and a Therapeutic Opportunity. Cells, 8 (5): 401.

BADRINATH N & Yoo S. Y. 2018. Mitochondria in cancer: in the aspects of
tumorigenesis and targeted therapy. Carcinogenesis, 39 (12): 1419-1430.

BAsSHIR M, KIRMANI D, BHAT H. F, BABA R. A, HAMZA R, NAQASH S, WANI N. A,
ANDRABI K. |, ZARGAR M. A, KHANDAY F.A. 2010. P66shc and its downstream Eps8
and Racl proteins are upregulated in esophageal cancers. Cell Commun Signal., 8: 13.
BELTRAMI E, VALTORTA S, MORESCO R, MARCU R, BELLOLI S, FASSINA A, FAZIO F,
PELICCI P. G, GIoRGIO M. 2013. The p53-p66Shc apoptotic pathway is dispensable for
tumor suppression whereas the p66Shc-generated oxidative stress initiates
tumorigenesis. Curr Pharm Des., 19: 2708-14.

BENoOV L., SZTEINBERGL., FRIDOVICH I. 1998. Critical evaluation of the use of
hydroethidine as a measure of superoxide anion radical. Free Radic. Biol. Med., 25:
826-831.

209



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24,
25.

26.

27.

BERNIAKOVICH |, TRINEI M, STENDARDO M, MIGLIACCIO E, MINUCCI S, BERNARDI P,
PELICcCI P. G, GIorGlIO M. 2008. p66Shc-generated oxidative signal promotes fat
accumulation. J. Biol. Chem., 283: 34283-34293.

BEROUKHIM R, MERMEL C. H, PORTER D, WEI G, RAYCHAUDHURI S, DO-NOVAN J,
BARRETINA J, BOEHM J. S, DOBSON J, URASHIMA M, Mc HENRY K. T, PINCHBACK R.
M, LiIGoN A. H, CHO Y. J, HAERY L, GREULICH H, REICH M, WINCK-LER W,
LAWRENCE M. S, WEIR B. A, TANAKA K. E, CHIANG D. Y, Bass A. J, Loo A,
HoFFMAN C, PRENSNER J, LIEFELD T, GAO Q, YECIES D, SIGNORETTI S, I wsp. 2010.
The landscape of somatic copy-number alteration across human cancers. Nature 463
(7283): 899-905.

BHAT S. S, ANAND D, KHANDAY F. A. 2015. p66Shc as a switch in bringing about
contrasting responses in cell growth: implications on cell proliferation and apoptosis.
Mol Cancer, 14: 76.

BONFINI L, MiGLIACCIO E, PELICCI G, LANFRANCONE L, PELICcCI PG. 1996. Not all
Shc’s roads lead to Ras. Trends Biochem Sci., 21: 257-261.

BRADFORD M.M. 1976. ,,A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding”, Anal.
Biochem., 72 (1-2): 248-254.

CAIRNS R. A, HARRIS I. S, MAK T. W. 2011. Regulation of Cancer Cell Metabolism,
Nat. Rev. Cancer., 11 (2): 85-95.

CARNEDO E. C,TOTTEN S, AHN R, SAVAGE P, MACNEIL D, HUDSON J, AUTEXIER C,
DeBLOIS G, PARK M, WITCHER M, URSINI-SIEGEL J. 2021. p66ShcA potentiates the
cytotoxic response of triple-negative breast cancers to PARP inhibitors. JCI Insight, 6
(4): e138382.

CAPITANI N, LUCHERINI O. M, Sozzi E, FERRO M, GlomMONI N, FINETTI F, DE FALCO
G, CENCINI E, RASPADORI D, PELICCI P. G, LAURIA F, FORCONI F, BALDARI C. T. 2010.
Impaired expression of p66Shc, a novel regulator of B-cell survival, in chronic
lymphocytic leukemia. Blood, 115: 3726-36.

CHAHDI A & SOROKIN A. 2008. Endothelin-1 couples {beta}Pix to p66Shc: role of
{beta}Pix in cell proliferation through FOXO3a phosphorylation and p27kipl
downregulation independently of Akt. Mol Biol Cell., 19: 2609-2619.

CHANDEL N.S. 2014. Mitochondria as signaling organelles. BMC Biology, 12: 34.
CHANDRA D & SINGH K. K. 2011. Genetic insights into OXPHOS defect and its role in
cancer. Biochim Biophys Acta., 1807 (6): 620-625.

CHINNERY P. F, HubsoN G. 2013. Mitochondrial genetics. Br Med Bull., 106 (1): 135-
59.

CoONTE A, PROCACCINI C, IANNELLI P, KISSLINGER A, DE AMICIS F, PIERANTONI G. M,
MANCINI F. P, MATARESE G, TRAMONTANO D. 2015. Effects of Resveratrol on p66Shc
phosphorylation in cultured prostate cells. Transl Med UniSa., 13: 47-58.

ConTI L, DE FRAJA C, GULISANO M, MiGLIAccIO E, Govonl S, CATTANEO E. 1997.
Expression and activation of SH2/PTB-containing ShcA adaptor protein reflects the
pattern of neurogenesis in the mammalian brain. Proc. Natl. Acad. Sci., 94: 8185-
8190.

210



28.

29.

30.
31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

CossARIZzA A., BACCARANI-CONTRI A., KALASHNIKOVA G., FRANCESCHI C. 1993. , A
new method for the cytofluorimetric analysis of mitochondrial membrane potential
using the aggregate forming lipophilic cationic 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1",3,3’-
tetraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide (JC-1)”, Biochemical and Biophysical
Research Communications, 197 (1): 40-5.

COSTA A., SCHOLER-DAHIREL A., MECHTA-GRIGORIOU F. 2014. The role of reactive
oxygen species and metabolism on cancer cells and their microenvironment. Semin
Cancer Biol. 25:23-32.

Cox A.D & DER C. J. 2010. Ras history: The saga continues. Small GTPases, 1: 2-27.
DASGUPTA S, HOQUE M. O, UPADHYAY S, SIDRANSKY D. 2008. Mitochondrial
cytochrome B gene mutation promotes tumor growth in bladder cancer. Cancer
Res.,68: 700-706.

DAvoL P. A, BAGDASARYAN R, ELFENBEIN G. J, MAIZEL A. L, FRACKELTON JR. A. R.
2003. Shc proteins are strong, independent prognostic markers for both node-negative
and node-positive primary breast cancer. Cancer Res., 63 (20): 6772-83.

DAWSON H, GRUNDMANN S, KOELZER V. H, GALVAN J. A, KIRSCH R,
KARAMITOPOULOU E, LuUGLI A, INDERBITZIN D, ZLoBEC I. 2015. Tyrosine kinase
receptor B (TrkB) expression in colorectal cancers highlights anoikis resistance as a
survival mechanism of tumour budding cells. Histopathology, 66: 715-725.

DERUNGS R, CAmICI G, SPESCHA R, WELT T, TACKENBERG C, SPANI C, WIRTH F,
GRIMM A, ECKERT A, NITSCH R. 2017. Genetic ablation of the p66 Shc adaptor protein
reverses cognitive deficits and improves mitochondrial function in an APP transgenic
mouse model of Alzheimer’s disease. Mol. Psychiatry 22, 605-614.

DesLER C, RASMUSSEN L.J. 2014. Mitochondria in biology and medicine-2012.
Mitochondrion, 16: 2-6.

Du W, JIANG Y, ZHENG Z, ZHANG Z, CHEN N, MA Z, YAO Z, TERADA L, LIU Z. 2013.
Feedback loop between p66(Shc) and Nrf2 promotes lung cancer progression. Cancer
Lett., 337: 58-65.

DuPONT H & BLANCQ M. 1999. Formation of complexes involving RasGAP and p190
RhoGAP during morphogenetic events of the gastrulation in xenopus. Eur J Biochem.,
265: 530-538.

ELMORE S. 2007. Apoptosis: A Review of Programmed Cell Death. Toxicol Pathol.,
35 (4): 495-516.

ERTEL A, VERGHESE A, BYERS S. W, OcHs M, TozereN A. 2006. Pathway specific
differences between tumor cell lines and normal and tumor tissue cells. Mol Cancer.,
5: 55.

EvaN G. | & VousDeN K. H. 2001. Proliferation, cell cycle and apoptosis in cancer.
Nature, 411: 342-8.

FADINI G. P, ALBIERO M, BONORA B. M, PONCINA N, DE KREUTZENBERG S. V,
AVOGARO A. 2018. p66Shc gene expression in peripheral blood mononuclear cells
and progression of diabetic complications. Cardiovasc. Diabetol., 17: 16.

FAN M, SUN J, WANG W, FAN J, WANG L, ZHANG X, YANG A, WANG W, ZHANG R, LI
J. 2014. Tropomyosin-related kinase B promotes distant metastasis of colorectal

211



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

S57.

58.

cancer through protein kinase B-mediated anoikis suppression and correlates with
poor prognosis. Apoptosis, 19: 860-870.

FogG V. C, LANNING N. J, MACKEIGAN J. P. 2011. Mitochondria in cancer: at the
crossroads of life and death. Chin J Cancer 30 (8): 526-39.

FRACKELTON A. R JR, LU L, DAvoL P. A, BAGDASARYAN R, HAFER L. J, SGROI D. C.
2006. p66 Shc and tyrosine-phosphorylated Shc in primary breast tumors identify
patients likely to relapse despite tamoxifen therapy. Breast Cancer Res., 8: R73.
FURLAN T, KHALID S, NGUYEN A-V, GUNTHER J, TROPPMAIR J. 2018. The
oxidoreductase p66Shc acts as tumor suppressor in BRAFV600E-transformed cells.
Mol Oncol., 12(6): 869-882.

GALIMOV E. R, SIDORENKO A. S, TERESHKOVA A. V, PLETIUSHKINA O, CHERNIAK B.
V, CHUMAKOV P. M. 2012. P66shc action on resistance of colon carcinoma RKO cells
to oxidative stress. Mol Biol., 46: 139-46.

GALIMOV E. R. 2010. The role of p66shc in oxidative stress and apoptosis. Acta
Naturae 2: 44-51.

GASPARRE G & SONVEAUX R. R. P. 2017. Mitochondria in Cancer. Biochim Biophys
Acta Bioenerg., 1858 (8): 553-555.

GERTZ M & STEEGBORN C. 2010. The Lifespan-regulator p66Shc in mitochondria:
redox enzyme or redox sensor? Antioxid Redox Signal., 13 (9): 1417-28.

GIorGlo M, MiGLiAccio E, OrsINI F, PaorLucct D, MoroNl M, CONTURSI C,
PELLICCIA G, Luzi L, MINuccI S, MARCACCIO M, PINTON P, R1zzuTo R, BERNARDI P,
PaoLuccl F, PELiccl PG. 2005. Electron transfer between cytochrome ¢ and p66Shc
generates reactive oxygen species that trigger mitochondrial apoptosis. Cell, 122 (2):
221-33.

GIORGIO M, STENDARDO M, MIGLIACCIO E, PELICCI P. G. 2016. p66SHC deletion
improves fertility and progeric phenotype of late-generation TERC-deficient mice but
not their short lifespan. Aging Cell, 15: 446-454.

GIOoRGIO M, TRINEI M, MiGLIAccCIO E, PeLiccl P. G. 2007. Hydrogen peroxide: a
metabolic by-product or a common mediator of ageing signals? Nat Rev Mol Cell
Biol., 8: 722-8.

GoGVADZE V. 2011. Targeting mitochondria in fighting cancer. Curr Pharm Des., 17
(36): 4034-46.

GRASsO D, ZAMPIERI L.X, CAPELOA T, VAN DE VELDE J.A, SONVEAUX P. 2020.
Mitochondria in cancer. Cell Press, 4 (6): 114-146.

GRIsHAM M.B. 2013. Methods to detect hydrogen peroxide in living cells: possibilities
and pitfalls, Comp. Biochem. Physiol. A Mol. Integr. Physiol., 165: 429-438.
GROSSMAN S. R, LYLE S, RESNICK M. B, SABO E, LIS R. T, RosINHA E, Liu Q, HSIEH
C. C, BHAT G, FRACKELTON JR A. R, HAFER L. J. 2007. p66Shc tumor levels show a
strong prognostic correlation with disease outcome in stage 1A colon cancer. Clin
Cancer Res.,13: 5798-804.

GUARENTE L & KENYON C. 2000. Genetic pathways that regulate ageing in model
organisms. Nature 408: 255-262.

Guo L. 2021. Mitochondria and the permeability transition pore in cancer metabolic
reprogramming. Biochemical Pharmacology, 188: 114537.

212



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

GUTIERREZ-ERLANDSSON S, HERRERO-VIDAL P, FERNANDEZ-ALFARA M, HERNANDEZ-
GARCIA S, GONZALO-FLORES S, MUDARRA-RUBIO A, FRESNO M, CuBELOS B. 2013. R-
RAS2 overexpression in tumors of the human central nervous system. Mol. Cancer,
12: 127,

HADI N. A, MAHMOOD R. I, AL-SAFFAR A. Z. 2021. Evaluation of antioxidant enzyme
activity in doxorubicin treated breast cancer patients in Irag: A molecular and
cytotoxic study. Gene Reports, 24: 101285.

HAINES E, SAUCIER C, CLAING A. 2014. The adaptor proteins p66Shc and Grb2
regulate the activation of the GTPases ARF1 and ARF6 in invasive breast cancer cells.
J Biol Chem., 289: 5687-703.

HENDERSON B. E & FEIGELSON H. S. 2000. Hormonal carcinogenesis. Carcinogenesis,
21: 427-433.

HERST P. M & BERRIDGE M. V. 2007. Cell surface oxygen consumption: a major
contributor to cellular oxygen consumption in glycolytic cancer cell lines. Biochimica
et biophysica acta, 1767: 170-177.

HUANG P, FENG X, ZHAO Z, YANG B, FANG T, Guo M, XIA J. 2019. p66Shc promotes
HCC progression in the tumor microenvironment via STAT3 signaling. Exp. Cell
Res., 383: 111550.

HubDsoN J, HA J. R, SABOURIN V, AHN R, LA SELVA R, LIVINGSTONE J, PODMORE L,
KNIGHT J, FORREST L, BEAUCHEMIN N, HALLETT M, PARK M, URSINI-SIEGEL J. 2014.
p66ShcA promotes breast cancer plasticity by inducing an epithelial-to-mesenchymal
transition. Mol Cell Biol., 34 (19): 3689-701.

HUEBNER K, KASTURY K, DRUCK T, SALCINI A. E, LANFRANCONE L, PELICCI G,
LOWENSTEIN E, LI W, PARK S. H, CANNIZZARO L 1 wspP. 1994. Chromosome locations
of genes encoding human signal transduction adaptor proteins, Nck (NCK), Shc
(SHC1), and Grb2 (GRB2). Genomics, 22: 281-287.

JABOIN J, KIM C. J, KAPLAN D. R, THIELE C. J. 2002. Brain-derived neurotrophic factor
activation of TrkB protects neuroblastoma cells from chemotherapy-induced apoptosis
via phosphatidylinositol 3’-kinase pathway. Cancer Res., 62: 6756—6763.

JACKSON J. G, YONEDA T, CLARK G. M, YEE D. 2000. Elevated levels of p66 Shc are
found in breast cancer cell lines and primary tumors with high metastatic potential.
Clin Cancer Res., 6: 1135-9.

JIANG B. 2017. Aerobic glycolysis and high level of lactate in cancer metabolism and
microenvironment. Genes & Diseases, 4: 25-27.

KAaBACK H. R (1980). Electrochemical ion gradients and active transport. Ann N Y
Acad Sci., 339: 53-60.

KAssAUEI K, HABBE N, MULLENDORE M. E, KARIKARI C. A, MAITRA A, FELDMANN G.
2006. Mitochondrial DNA mutations in pancreatic cancer. Int. J. Gastrointest. Cancer,
37:57-64.

KAsuNo K, NAQv! A, DErIccO J, YAMAMORI T, SANTHANAM L, MATTAGAJASINGH |,
YANG S, MEYSKENS F. L, BosseERHOFF A-K, IRANI K. 2007. Antagonism of p66shc by
melanoma inhibitory activity. Cell Death Differ., 14: 1414-21.

KHALID S, DRASCHE A, THURNER M, HERMANN M, ASHRAF M. |, FRESSER F, BAIER G,
KREMSER L, LINDNER H, TROPPMAIR J. 2016. cJun N-terminal kinase (JNK)

213



74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

phosphorylation of serine 36 is critical for p66Shc activation. Scientific reports, 6:
20930.

KiM Y.-R, KiMm C-S, NAQvI A, KUMAR A, KUMAR S, HOFFMAN T. A, IRANI K. 2012.
Epigenetic  upregulation of p66shc  mediates low-density lipoprotein
cholesterolinduced endothelial cell dysfunction. Am. J. Physiol., 303: H189-H196.
KLEINER S. 2015. Isoform-specific roles of the adaptor protein ShcA in cell signaling.
Rozprawa doktorska. Wydzial Filozofii i Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu w
Bazylei. URL: http://edoc.unibas.ch/diss/DissB_7331.

KLINE C. N, PACKER R. J, HWANG E. I, RALEIGH D. R, BRAUNSTEIN S, RAFFEL C,
BANDOPADHAYAY P, SoLomMON D. A, ABOIAN M, CHA S, MUELLER S. 2017. Case-
based review: Pediatric medulloblastoma. Neurooncol. Pract., 4: 138-150.

KrLoTtz L. O, SANCHEZ-RAMOS C, PRIETO-ARROYO |, URBANEK P, STEINBRENNER H,
MoNSALVE M. 2015. Redox regulation of FoxO transcription factors. Redox Biol., 6:
51-72.

KocH O. R, Fusco S, RANIERI S. C, MAuLuccl G, PALOzzA P, LAROCCA L. M,
CRAVERO A. A. M, FARRE' S. M, DE SPIRITO M, GALEOTTI T, PANI G. 2008. Role of
the life span determinant P66(shcA) in ethanol-induced liver damage. Lab Invest., 88:
750-60.

KoiT A, TIMOHHINA N, TRUU L, CHEKULAYEV V, GUDLAWAR S, SHEVCHUK |, LEPIK
K, MALLO L, KUTNER R, VALVERE V, KAAMBRE T. 2020. Metabolic and OXPHOS
Activities Quantified by Temporal ex vivo Analysis Display Patient-Specific
Metabolic Vulnerabilities in Human Breast Cancers. Front Oncol., 10: 1053.
KooPMAN W. J. H, VERKAART S, VISCH H. J, VAN EMST-DE VRIES S, NUTMANS L. G. J,
SMEITINK J. A. M, WILLEMS P. H. G. M. 2007. ,Human NADH: ubiquinone
oxidoreductase deficiency: radical changes in mitochondrial morphology?”, Am. J.
Physiol. Cell Physiol., 293 (1): C22-9.

KopPinskl P. K, SINGH L. N, ZHANG S, LotT M. T, WALLACE D. C. 2021.
Mitochondrial DNA variation and cancer. Nature Reviews Cancer, 21: 431-445.
KUMAR S, KUMAR S, RAJENDRAN M, ALAM S. M, LIN F. F, CHENG P. W, LIN M. F.
2011. Steroids up-regulate p66Shc longevity protein in growth regulation by inhibiting
its ubiquitination. PLoS One., 6 (1): e15942.

KumAR S. 2019. P66Shc and vascular endothelial function. Biosci Rep., 39 (4):
BSR20182134.

KUuMAR S. 2019. p66Shc and vascular endothelial function. Biosci. Rep., 39 (4):
BSR20182134.

LEBIEDZINSKA M, DUszYNsKI J, RizzuTo R, PINTON P, WIECKOWSKI M. R. 2009. Age-
related changes in levels of p66Shc and serine 36-phosphorylated p66Shc in organs
and mouse tissues. Arch. Biochem. Biophys., 486: 73-80.
LEBIEDZINSKA-ARCISZEWSKA M, OPARKA M, VEGA-NAREDO | , KARKUCINSKA-
WIECKOWSKA A, PINTON P, DuszyNskI J, WIECKOwsSKI M. R. 2015. The interplay
between p66Shc, reactive oxygen species and cancer cell metabolism. Eur J Clin
Invest., 45 (1): 25-31.

LEE M. S, IGAWA T, CHEN S. J, VAN BEMMEL D, LINJ. S, LIN F. F, JOHANSSON S. L,
CHRISTMAN J. K, LIN M. F. 2004. p66Shc protein is upregulated by steroid hormones

214



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

in hormone-sensitive cancer cells and in primary prostate carcinomas. Int J Cancer,
108 (5): 672-8.

LEE R, MARGARITIS M, CHANNON K, ANTONIADES C. 2012. Evaluating oxidative
stress in human cardiovascular disease: methodological aspects and considerations.
Curr. Med. Chem., 19: 2504-2520.

LEONE G, ABLA H, GASPARRE G, PORCELLI A. M, IOMMARINI L. 2018. The Oncojanus
Paradigm of Respiratory Complex I. Genes, 9: 243.

LeEwis K, KIerAs A, HUDSON J, SENECAL J, HA J. R, VOORAND E, ANNIS M. G,
SABOURIN V, AHN R, LA SELVA R. 2020. p66ShcA functions as a contextual promoter
of breast cancer metastasis. Breast Cancer Res., 22: 1-19.

LiW, MA X, LIN, Liu H, DONG Q, ZHANG J, YANG C, LIU Y, LIANG Q, ZHANG S, XU
C, SONG W, TAN S, RONG P, WANG W. 2016. Resveratrol inhibits Hexokinases Il
mediated glycolysis in non-small cell lung cancer via targeting Akt signaling pathway.
Exp Cell Res., 349 (2): 320-327.

L1 X, Xu Z, DU W, ZHANG Z, WEI Y, WANG H, ZHU Z, QIN L, WANG L, NIu Q, ZHAO
X, GIRARD L, GONG Y, MA Z, SUN B, YAO Z, MINNA J. D, TERADA L. S, LIu Z. 2014.
Aiolos promotes anchorage independence by silencing p66Shc transcription in cancer
cells. Cancer Cell., 25: 575-89.

L1 X, YANG J, PENG L, SAHIN A. A, Huo L, WARD K. C, O'REGAN R, TORRES M. A,
MEISEL J. L. 2017. Triple-negative breast cancer has worse overall survival and cause-
specific survival than non-triple-negative breast cancer. Breast Cancer Res Treat., 161
(2): 279-287.

LIBERTI M. V, LocASALE J. W. 2016. The Warburg Effect : How Does It Benefit
Cancer Cells? Trends Biochem. Sci., 41 (3): 211-218.

LIEVRE A, CHAPUSOT C, BouvIER A. M, ZINZINDOHOUE F, PIARD F, ROIGNOT P,
ARNOULD L, BEAUNE P, FAIVRE J, LAURENT-PuiG P. 2005. Clinical value of
mitochondrial mutations in colorectal cancer. J Clin Oncol., 23: 3517-25.

Liu G, XIE B, GONG L, ZHou J, SHU G. 2014. The expression of p66Shc protein in
benign, premalignant, and malignant gastrointestinal lesions. Pathol. Oncol. Res., 20:
733-7309.

Liu V. W, SHI H. H, CHEUNG A. N, CHIU P. M, LEUNG T. W, NAGLEY P, WoONG L. C,
NGAN H. Y. 2001. High incidence of somatic mitochondrial DNA mutations in human
ovarian carcinomas. Cancer Res., 61: 5998-6001.

LoTTi L. V, LANFRANCONE L, MIGLIACCIO E, ZOMPETTA C, PELICCI G, SALCINI A. E,
FALINI B, PELICCI P. G, TORRISI M. R. 1996. Shc proteins are localized on endoplasmic
reticulum membranes and are redistributed after tyrosine kinase receptor activation.
Mol. Cell. Biol., 16: 1946-1954.

Louis D. N, PERRY A, REIFENBERGER G, VON DEIMLING A, FIGARELLA-BRANGER D,
CAVENEE W. K, OHGAKI H, WIESTLER O. D, KLEIHUES P, ELLISON D. W. 2016. The
2016 World Health Organization Classification of Tumors of the Central Nervous
System: A summary. Acta Neuropathol., 131: 803-820.

LoviTT C. J, SHELPER T. B, AVERY V. M. 2018. Doxorubicin resistance in
breast cancer cells is mediated by extracellular matrix proteins. BMC Cancer, 18 (1):
41.

215



101. Luo Y, MA J, Lu W. 2020. The Significance of Mitochondrial Dysfunction in
Cancer. Int J Mol Sci., 21 (16): 5598.

102. MA Z, Livu Z, WU R-F, TERADA L. S. 2010. p66(Shc) restrains Ras
hyperactivation and suppresses metastatic behavior. Oncogene, 29 (41): 5559-67.
103. MAJ M. C, TKACHYOVA |, PATEL P, ADDIS J. B, MACKAY N, LEVANDOVSKIY V,

LEe J, LANG A. E, CAMERON J. M, ROBINSON B. H. 2010. Oxidative stress alters the
regulatory control of p66Shc and Akt in PINK1 deficient cells. Biochem. Biophys.
Res. Commun., 399: 331-335.

104. MaLAkouTI P, MoHAMMADI M, BosHAGH M. A, AMINI A, REzAEE M. A,
RAHMANI M. R. 2022. Combined effects of pioglitazone and doxorubicin on migration
and invasion of MDA-MB-231 breast cancer cells. J Egypt Natl Canc Inst., ;34 (1):
13.

105. MARCO-BRUALLA J, AL-WASABY S, SOLER R, RoMANOS E, CONDE B, JusTo-
MENDEZ R, ENRIQUEZ J.A, FERNANDEZ-SILVA P, MARTINEZ-LOSTAO L, VILLALBA M,
MORENO-LOSHUERTOS R, ANEL A. 2019. Mutations in the ND2 Subunit of
Mitochondrial Complex | Are Sucient to Confer Increased Tumorigenic and
Metastatic Potential to Cancer Cells. Cancers, 11: 1027.

106. MARTINEZ-OUTSCHOORN U. E, PESTELL R. G, SOTGIA F, LISANTI M. P. 2017.
Cancer Metabolism: A Therapeutic Perspective, Nat. Rev. Clin. Oncol., 14 (1): 11-31.

107. MATES J. M, SEGURA J. A, ALONSO F. J, MARQUEZ J. 2012. Oxidative stress in
apoptosis and cancer: an update. Arch Toxicol., 86 (11): 1649-65.

108. MAYR J. A, MEIERHOFER D, ZIMMERMANN F, FEICHTINGER R, KOGLER C,
RATSCHEK M, SCHMELLER N, SPERL W, KOFLER B. 2008. Loss of complex I due to
mitochondrial DNA mutations in renal oncocytoma. Clin Cancer Res., 14 (8): 2270-
2275.

109. MEIERHOFER D, MAYR J. A, FOETSCHL U, BERGER A, FINK K, SCHMELLER N,
HACKER G. W, HAUSER-KRONBERGER C, KOFLER B, SPERL W. 2004. Decrease of
mitochondrial DNA content and energy metabolism in renal cell carcinoma.
Carcinogenesis, 25 (6): 1005-1010.

110. MiGLiacclo E, GIORGIO M, MELE S, PeLIiccl G, REBOLDI P, PANDOLFI PP,
LANFRANCONE L, PeLiccl PG. 1999. The p66shc adaptor protein controls oxidative
stress response and life span in mammals. Nature, 402: 309-13

111. MiGLIAcCIO E, GIORGIO M, PELIccl P. G. 2006. Apoptosis and aging: role of
p66Shc redox protein. Antioxid Redox Signal., 8: 600-8.
112. MiGLIAcCcIO E, MELE S, SALCINI AE, PELIcCI G, LAI KM, SUPERTI-FURGA G,

PAwWSON T, D1 FIORE PP, LANFRANCONE L, PELICCI PG. 1997. Opposite effects of the
p52shc/pd6shc and p66shc splicing isoforms on the EGF receptor-MAP kinase-fos
signalling pathway. EMBO J., 16: 706-16

113. MILLER B, PALYGIN O, RUFANOVA V. A, CHONG A, LAZAR J, JAcOB H. J,
MATTSON D, ROMAN R. J, WILLIAMS J. M, CowLEY A. W. 2016. p66Shc regulates
renal vascular tone in hypertension-induced nephropathy. J. Clin. Invest., 126: 2533—
2546.

114. MILLER D. R, INGERSOLL M. A, CHATTERIEE A, BAKER B, SHRISHRIMAL S,
KosMACEK E. A, ZHU Y, CHENG P-W, OBERLEY-DEEGAN R. E, LIN M-F. 2019.

216



p66Shc protein through a redox mechanism enhances the progression of prostate
cancer cells towards castration-resistance. Free Radic. Biol. Med., 139: 24-34.

115. MILLER N. J., RICE-EVANS C., DAVIES M. J., GOPINATHAN V., MILNER A. 1993.
A novel method for measuring antioxidant capacity and its application to monitoring
the antioxidant status in premature neonates. Clin Sci (Lond)., 84 (4): 407-12.

116. MIR H. A, ALl R, MUSHTAQ U, KHANDAY F. A. 2020. Structure-functional
implications of longevity protein p66Shc in health and disease. Ageing Res Rev., 63:
1011309.

117. MissiroLIl S, PERRONE M, GENOVESE |, PINTON P, GioraGl C. 2020. Cancer
metabolism and mitochondria: Finding novel mechanisms to fight tumours.
EBioMedicine, 59: 102943.

118. MiyazawA M & Tsudi Y. 2014. Evidence for a novel antioxidant function and
isoform-specific regulation of the human p66Shc gene. Mol Biol Cell., 25 (13): 2116-
217.

119. MobDICA-NAPOLITANO J. S, KuLAWIEC M, SINGH K. K. 2007. Mitochondria and
human cancer. Current Molecular Medicine, 7: 121-131.

120. MORENO-SANCHEZ R, RODRIGUEZ-ENRIQUEZ S,MARIN-HERNANDEZ A,
SAAVEDRA E. 2007. Energy metabolism in tumor cells. FEBS J., 274 (6): 1393-418.
121. MovAHED Z. G, RASTEGARI-PouYANI M, MoHAMMADI M. H, MANSOURI K.
2019. Cancer cells change their glucose metabolism to overcome increased ROS: One

step from cancer cell to cancer stem cell? Biomed Pharmacother., 112: 108690.

122. MuHAMMAD N, CAI-PING T,NASREEN S, Mao Z-W. 2021. Redirecting
Cisplatin and Doxorubicin to Mitochondria Affords Highly Effective Platinum IV
Prodrug Against Triple Negative Breast Cancer. Chem Asian J., 16 (16): 2276-2279.

123. MUNIYAN S, CHou Y. W, TsAl T. J, THOMES P, VEERAMANI S, BENIGNO B. B,
WALKER L. D, MCDONALD J. F, KHAN S. A, LIN F. F, LELE S. M, LIN M. F. 2015.
p66Shc longevity protein regulates the proliferation of human ovarian cancer cells.
Mol Carcinog., 54 (8): 618-31.

124. MuRNoz-MALDONADO C, ZIMMER Y, MEDOVA M. 2019. A Comparative
Analysis of Individual RAS Mutations in Cancer Biology. Front. Oncol., 9: 1088.

125. MURPHY M. P & HARTLEY R. C. 2018. Mitochondria as a therapeutic target for
common pathologies. Nat Rev Drug Discov., 17 (12): 865-886.

126. NAKAGAWARA A, ARIMA-NAKAGAWARA M, ScAVARDA N. J, AzarR C. G,
CANTOR A. B, BRODEUR G. M. 1993. Association between high levels of expression of
the TRK gene and favorable outcome in human neuroblastoma. N. Engl. J. Med., 328:
847-854.

127. NAKAMURA T, MURAOKA S, SANOKAWA R, MoRI N. 1998. N-Shc and Sck, two
neuronally expressed Shc adapter homologs. Their differential regional expression in
the brain and roles in neurotrophin and Src signaling. J Biol Chem., 273: 6960-7.

128. NAKAMURA T, SANOKAWA R, SASAKI Y, AYUSAWA D, OisHI M, MorI N. 1996.
N-Shc: a neural-specific adapter molecule that mediates signaling from
neurotrophin/Trk to Ras/MAPK pathway. Oncogene, 13: 1111-1121.

129. NAPoLI C, MARTIN-PADURA |, DE NIGRIS F, GIORGIO M, MANSUETO G, SOMMA
P, CONDORELLI M, SiCA G, DE ROsSA G, PeLiccl P. 2003. Deletion of the p66Shc

217



longevity gene reduces systemic and tissue oxidative stress, vascular cell apoptosis,
and early atherogenesis in mice fed a high-fat diet. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 100
(4): 2112-2116.

130. NATALICCHIO A, TORTOSA F, PERRINI S, LAVIOLA L, GIORGINO F. 2011.
p66Shc, a multifaceted protein linking Erk signalling, glucose metabolism, and
oxidative stress. Arch Physiol Biochem., 117: 116-24.

131. NEMOTO S & FINKEL T. 2002. Redox regulation of forkhead proteins through a
p66shc-dependent signaling pathway. Science 295 (5564): 2450-2.
132. NEMOTO S, ComBs C. A, FRENCH S, AHN B. H, FERGUSSON M. M, BALABAN R.

S, FINKEL T. 2006 BERNIAKOVICH. The mammalian longevity-associated gene product
p66shc regulates mitochondrial metabolism. J. Biol. Chem., 281: 10555-10560.

133. NEUPERT W, HERRMANN J.M. 2007. Translocation of proteins into
mitochondria. Annu Rev Biochem., 76: 723-49.
134. Nouws J, NWTMANS L. G, SMEITINK J. A, VOGEL R. O. 2012. Assembly factors

as a new class of disease genes for mitochondrial complex | deficiency: Cause,
pathology and treatment options. Brain, 135: 12-22.

135. NOWAK E, KAMMERER S, KUPPER J-H. 2018. ATP-based cell viability assay is
superior to trypan blue exclusion and XTT assay in measuring cytotoxicity of
anticancer drugs Taxol and Imatinib, and proteasome inhibitor MG-132 on human
hepatoma cell line HepG2. Clin Hemorheol Microcirc., 69 (1-2): 327-336.

136. NUNNARI J & SUOMALAINEN A. 2012. Mitochondria: in sickness and in health.
Cell, 16; 148 (6): 1145-59.
137. O'BRYAN J. P, SONGYANG Z, CANTLEY L, DER C. J, PAwsoN T. 1996. A

mammalian adaptor protein with conserved Src homology 2 and phosphotyrosine-
binding domains is related to Shc and is specifically expressed in the brain. Proc Natl
Acad Sci U S A., 93: 2729-2734.

138. OKADA S, KAo A. W, CERESA B. P, BLAIKIE P, MARGOLIS B, PESSIN J. E. 1997.
The 66- kDa Shc isoform is a negative regulator of the epidermal growth factor-
stimulated mitogen activated protein kinase pathway. J Biol Chem., 272: 28042-
28049.

139. OKAMURA K, HARADA T, WANG S, liicHI K, FURUYAMA K, KOGA T, OKAMOTO
T, TAKAYAMA K, YANO T, NAKANISHI Y. 2012. Expression of TrkB and BDNF is
associated with poor prognosis in non-small cell lung cancer. Lung Cancer, 78: 100—
106.

140. OrPARKA M., WaLczak J., MALINSKA D., VAN OpPEN L.M.P.E.,
SzCZEPANOWSKA J., KooPMAN W.J.H., WIECKOWSKI M.R. 2016. Quantifying ROS
levels using CM-H2DCFDA and HyPer. Methods, 109: 3-11.

141. ORsINI F, MiGLIAccIO E, MoRONI M, CoNTURSI C, RAKER V. A, PicCINI D,
MARTIN-PADURA |, PELLICCIA G, TRINEI M, BoNO M, PURI C, TACCHETTI C, FERRINI
M, MANNuUCcCI R, NICOLETTI |, LANFRANCONE L, GIORGIO M, PELICCI P. G. 2004. The
life span determinant p66Shc localizes to mitochondria where it associates with
mitochondrial heat shock protein 70 and regulates trans-membrane potential. J Biol
Chem., 279 (24): 25689-95.

218



142. OsHIKAWA J, KiM S. J, FURUTA E, CALICETI C, CHEN G. F, MCKINNEY R. D,
KUHR F, LEVITAN |, FUKAI T AND UsHIO-FUKAI M. 2012. Novel role of p66Shc in
ROS-dependent VEGF signaling and angiogenesis in endothelial cells. Am J Physiol
Heart Circ Physiol., 302: H724-H732.

143. OWENS K. M, KuLAWIEC M, DESOUKI M. M, VANNIARAJAN A, 1 SINGH K. K.
2011. Impaired OXPHOS Complex Il in Breast Cancer. PL0oS One,6 (8): 23846.
144, PACINI' S, PELLEGRINI M, MIGLIACCIO E, PATRUSSI L, ULIVIERI C, VENTURA A,

CARRARO F, NALDINI A, LANFRANCONE L, PELICCI P, BALDARI C. T. 2004. p66Shc
promotes apoptosis and antagonizes mitogenic signaling in T cells. Molecular and
Cellular Biology, 24: 1747-1757.

145. PANI G & GALEOTTI T. 2011. Role of MnSOD and p66shc in mitochondrial
response to p53. Antioxid Redox Signal., 15: 1715-27.

146. PANI G. 2010. p66SHC and ageing: ROS and TOR? Aging, 2 (8): 514-518.
Aging (Albany NY). 2010 Aug; 2(8): 514-518

147. PARKY.J,KIMT.Y, LEE S. H, KiM H, KiMm S. W, SHONG M, YOON Y. K, CHO
B. Y, PARK D. J. 2005. p66Shc expression in proliferating thyroid cells is regulated by
thyrotropin receptor signaling. Endocrinology, 146: 2473-80.

148. Peiovic T, LADNER D, INTENGAN M, ZHENG K, FAIRCHILD T, DILLON D,
EASLEY S, MARCHETTI D, SCHWARTZ P, LELE S, COSTA J, ODUNSI K. 2004. Somatic
D-loop mitochondrial DNA mutations are frequent in uterine serous carcinoma. Eur. J.
Cancer, 40: 2519-2524.

149. PELICCI G, LANFRANCONE L, GRIGNANI F, MCGLADE J, CAVALLO F, FORNI G,
NICOLETTI I, GRIGNANI F, PAWSON T, PELICCI PG. 1992. A novel transforming protein
(SHC) with an SH2 domain is implicated in mitogenic signal transduction. Cell, 70
(1): 93 - 104.

150. PELIccI G. DENTE L. DE GIUSEPPE A. VERDUCCI-GALLETTI B. GluLI S. MELE S.
VETRIANI C. GIORGIO M. PANDOLFI P.P. CESARENI G, PELICCI P. G. 1996. A family of
Shc related proteins with conserved PTB, CH1 and SH2 regions. Oncogene, 13: 633—
641.

151. PELLEGRINI M & BALDARI C. T. 2009. Apoptosis and oxidative stress-related

diseases: the p66Shc connection. Curr Mol Med., 9: 392-398.

152. PELLEGRINI M, PACINI S, BALDARI C. T. 2005. p66SHC: the apoptotic side of
Shc proteins. Apoptosis, 10 (1): 13-8.

153. PEREZ H, FINOCCHIETTO P. V, ALIPPE Y, REBAGLIATI |, ELGUERO M. E,
VILLALBA N, PODEROSO J. J, CARRERAS M. C. 2018. p66Shc inactivation modifies
RNS production, regulates Sirt3 activity, and improves mitochondrial homeostasis,
delaying the aging process in mouse brain. Oxid. Med. Cell. Longev., 2018: 8561892,

154. PesarResI M. G, AMORI |, GIoral C, FERRI A, FIORENZO P, GABANELLA F,
SALVATORE A. M, GIORGIO M, PELIcCI P. G, PINTON P. 2011. Mitochondrial redox
signalling by p66Shc mediates ALS-like disease through Racl inactivation. Hum.
Mol. Genet., 20: 4196-4208.

155. PINTON P & RizzuTo R. 2008. p66Shc, oxidative stress and aging: importing a
lifespan determinant into mitochondria. Cell Cycle, 7: 304-308.

219



156. PINTON P, RIMESsI A, MARCHI S, ORSINI F, MiGLIAccIO E, GIORGIO M,
CoNTURSI C, MINuccl S, MANTOVANI F, WiECkowsKI M. R, DEL SAL G, PeLIcCI P. G,
Rizzuto R. 2007. Protein kinase C beta and prolyl isomerase 1 regulate mitochondrial
effects of the life-span determinant p66Shc, Science 315: 659-663.

157. PoLLACK I. F, AGNIHOTRI S, BRONISCER A. 2019. Childhood brain tumors:
Current management, biological insights, and future directions. J. Neurosurg. Pediatr.,
23: 261-273.

158. PoytoN R. O & MCEWEN J. E. 1996. Crosstalk between nuclear and
mitochondrial genomes. Annu Rev Biochem., 65: 563-607.
159. PRILL M, KARKUCINSKA-WIECKOWSKA A, LEBIEDZINSKA-ARCISZEWSKA M,

MOoRCIANO G, CHARZYNSKA A, DABROWSKI M, PRONICKI M, PINTON P, GRAJKOWSKA
W, WIECkowsKI M. R. 2021. Ras, TrkB, and ShcA Protein Expression Patterns in
Pediatric Brain Tumors. J Clin Med., 10 (10): 2219.

160. PROTASONI M & ZEVIANI M. 2021. Mitochondrial Structure and Bioenergetics
in Normal and Disease Conditions. International Journal of Molecular Sciences, 22
(2): 586.

161. RAFFAELLO A & Rizzuto R. 2010. Mitochondrial longevity pathways.
Biochimica et Biophysica Acta, 1813: 260-268.

162. RAJENDRAN M, THOMES P, ZHANG L, VEERAMANI S, LIN M. F. 2010. p66Shc-a
longevity redox protein in human prostate cancer progression and metastasis : p66Shc
in cancer progression and metastasis. Cancer Metastasis Rev., 29 (1): 207-22.

163. RAN F.A., Hsu P.D., WRIGHT J., AGARWALA V., ScoTT D.A., ZHANG F. 2013.
Genome Engineering Using the CRISPR-Cas9 System. Nat Protoc., 8 (11): 2281-
2308.

164. RANIERI S. C, Fusco S, PANIERI E, LABATE V, MELE M, TESORI V, FERRARA A.
M, MauLuccl G, DE SPIRITO M, MARTORANA G. E. 2010. Mammalian life-span
determinant p66shcA mediates obesity-induced insulin resistance. Proc. Natl. Acad.
Sci., 107: 13420-13425.

165. RAVICHANDRAN K. S, LEE K. K, SONGYANG Z, CANTLEY L. C, BURN P,
BURAKOFF S. J. 1993. Interaction of Shc with the zeta chain of the T cell receptor upon
T cell activation. Science 262: 902-905.

166. RAVICHANDRAN K. S. 2001. Signaling via Shc family adapter proteins.
Oncogene, 20: 6322—6330.

167. RAY P. D, HUANG B-W, TsuJl Y. 2012. Reactive oxygen species (ROS)
homeostasis and redox regulation in cellular signaling. Cell Signal., 24 (5): 981-990.

168. ReEDA A, REFAAT A, ABD-RABOU A. A, MAHMOUD A. M, ADEL M, SABET S,
ALl S. S. 2019. Role of mitochondria in rescuing glycolytically inhibited
subpopulation of triple negative but not hormone-responsive breast cancer cells. Sci
Rep., 9 (1): 13748.

169. REICHERT AS & NEUPERT W. 2004. Mitochondriomics or what makes us
breathe. Trends Genet., 20 (11): 555-562.
170. REYLAND M. E. 2009. Protein kinase C isoforms: Multi-functional regulators

of cell life and death. Front. Biosci., 14: 2386—2399.

220



171. Rozakis-Abcock M, McGLADE J, MBAMALU G, PeLiccl G, DALY R, LI W,
BATZER A, THOMAS S, BRUGGE J, PELICCI P. G, SCHLESSINGER J, PAWSON T | WSP.
1992. Association of the Shc and Grb2/Sem5 SH2-containing proteins is implicated in
activation of the Ras pathway by tyrosine kinases. Nature, 360: 689-92.

172. RYS-BEDNARSKA M & RoMANowiICz H. 2012. Potrdjnie ujemny rak piersi —
diagnostyka i leczenia. Journal of Oncology, 62 (6): 450 — 454,
173. SAKAO K & SINGH S. V. 2012. D,L-sulforaphane-induced apoptosis in human

breast cancer cells is regulated by the adapter protein p66Shc. J Cell Biochem., 113
(2): 599-610.

174, SALLES D, LAVIOLA G, MALINVERNI A. C. M, STAVALE J. N. 2020. Pilocytic
Astrocytoma: A Review of General, Clinical, and Molecular Characteristics. J. Child
Neurol., 35: 852-858.

175. SANSONE P, STORCI G, GIOVANNINI C, PANDOLFI S, PIANETTI S, TAFFURELLI M,
SANTINI D, CECCARELLI C, CHIECO P, BONAFE M. 2007. p66Shc/Notch-3 interplay
controls self-renewal and hypoxia survival in human stem/progenitor cells of the
mammary gland expanded in vitro as mammospheres. Stem Cells, 25: 807— 15.

176. ScHEID A. D, BEADNELL T. C, WELCH D. R. 2021. Roles of mitochondria in the
hallmarks of metastasis. British Journal of Cancer, 124: 124-135.
177. SCHRINER S. E, LINFORD N. J, MARTIN G. M, TREUTING P, OGBURN C. E,

EmMoOND M, CoskuN P. E, LADIGES W, WoLF N, VAN REMMEN H. 2005. Extension of
murine life span by overexpression of catalase targeted to mitochondria. Science, 308:
1909-1911.

178. SEYFRIED T. N, ARISMENDI-MORILLO G, MUKHERIJEE P, CHINOPOULOS C. 2020.
On the Origin of ATP Synthesis in Cancer. iScience. 23 (11): 101761.
179. SIGNES A & FERNANDEZ-VIZARRA E. 2018. Assembly of mammalian oxidative

phosphorylation complexes 1-V and supercomplexes. Essays Biochem., 62 (3): 255-
270.

180. SKEHAN P., STORENG R., SCUDIERO D., MONKS A., MCMAHON J., VISTICA D.,
WARREN J.T., BOKESCH H., KENNEY S., BoyD M.R. 1990. New Colorimetric
Cytotoxicity Assay for Anticancer-Drug Screening. J Natl Cancer Inst., 82 (13):
1107-12.

181. SoLiMvAN M.A, RAHMAN A.M.A, LAMMING D.W, BIRsOY K, PAWLING J,
FRIGOLET M.E, LU H, FANTUS I.G, PASCULESCU A, ZHENG Y, SABATINI D.M, DENNIS
J.W, PAWSON T. 2014. The adaptor protein p66Shc inhibits mTOR-dependent anabolic
metabolism. Sci Signal., 7 (313): ral7.

182. STCLAIR D. K & HoLLAND J. C. 1991. Complementary DNA encoding human
colon cancer manganese superoxide dismutase and the expression of its gene in human
cells. Cancer Res., 51 (3): 939-943.

183. STEVENSON L. E, FRACKELTON A. R. 1998. Constitutively tyrosine
phosphorylated p52Shc in breast cancer cell: correlation with ErbB2 and p66Shc
expression. Breast Cancer Res Treat, 49: 119-128.

184. STORz P. 2005. Reactive oxygen species in tumor progression. Front Biosci.,
10: 1881-96.

221



185. SULLIVAN L. B, Gui D. Y, VANDER HEIDEN M. G. 2016. Altered metabolite
levels in cancer: implications for tumour biology and cancer therapy. Nat Rev Cancer,
16 (11): 680-693.

186. SZATROWSKI T. P & NATHAN C. F. 1991. Production of large amounts of
hydrogen peroxide by human tumor cells. Cancer Res., 51: 794-8.
187. TAKEUCHI H, FusimoTo A, HOON D. S. 2004. Detection of mitochondrial DNA

alterations in plasma of malignant melanoma patients. Ann N Y Acad Sci., 1022: 50-
54

188. TAMORI A, NISHIGUCHI S, NISHIKAWA M, KuBo S, KoH N, HIROHASHI K,
SHIomMI S, INOUE M. 2004. Correlation between clinical characteristics and
mitochondrial D-loop DNA mutations in hepatocellular carcinoma. J Gastroenterol.,
39 (11): 1063-1068.

189. TAN D. J, BAI R. K, WONG L. J. C. 2002. Comprehensive scanning of somatic
mitochondrial DNA mutations in breast bancer. Cancer Res., 62: 972-976.
190. TANAKA K, SHIMURA T, KITAJIIMA T, KONDO S, IDE S, OKUGAWA Y, SAIGUSA

S, ToIYAMA Y, INOUE Y, ARAKI K. T, UcHIDA K, MOHRI Y, KusuNOKI M. 2014.
Tropomyosin-related receptor kinase B at the invasive front and tumour cell
dedifferentiation in gastric cancer. Br. J. Cancer., 110: 2923-2934.

191. TERADA L. S. 2019. Shc and the mechanotransduction of cellular anchorage
and metastasis. Small GTPases, 10 (1): 64-71.
192. TERUI E, MATSUNAGA T, YOSHIDA H, KoucHI K, KURODA H, HISHIKI T, SAITO

T, YAMADA S.-l, SHIRASAWA H, OHNUMA N. 2005. Shc family expression in
neuroblastoma: High expression of shcC is associated with a poor prognosis in
advanced neuroblastoma. Clin. Cancer Res., 11: 3280-3287.

193. THORN CF, OsHIRO C, MARSH S, HERNANDEZ-BOUSSARD T, McLEoOD H, KLEIN
TE, ALTMAN RB. 2012. Doxorubicin pathways: pharmacodynamics and adverse
effects. Pharmacogenet Genomics, 21 (7): 440-446.

194. TowmiLov A. A, BicoccA V, SCHOENFELD R. A, GIORGIO M, MIGLIACCIO E,
RAMSEY J. J, HAGOPIAN K, PeLiccl P. G, CorTopAssl G. A. 2010. Decreased
superoxide production in macrophages of long-lived p66Shc knock-out mice. J Biol
Chem., 285: 1153-1165.

195. TomiLov A. A, RAMSEY J. J, HAGOPIAN K, GIORGIO M, KiM K. M, LAM A,
MiGLiacclo E, LLoYD K. C, BERNIAKOVICH I, PROLLA T. A, PeELIcCI P, CORTOPASSI G.
A. 2011. The Shc locus regulates insulin signaling and adiposity in mammals. Aging
Cell 10: 55-65.

196. ToMITA K, TERATANI T Suzukl! T, OSHIKAWA T, YOKOYAMA H, SHIMAMURA
K, NisHiYAMA K, MATAKI N, IRIE R, MINAMINO T. 2012. p53/p66Shc-mediated
signaling contributes to the progression of non-alcoholic steatohepatitis in humans and
mice. J. Hepatol., 57: 837-843.

197. ToMITA K, TERATANI T, SUzUKI T, OSHIKAWA T, YOKOYAMA H, SHIMAMURA
K, NisHIYAMA K, MATAKI N, IRIE R, MINAMINO T. 2012. p53/p66Shc-mediated
signaling contributes to the progression of non-alcoholic steatohepatitis in humans and
mice. J. Hepatol., 57: 837-843.

222



198. TRINEI M, BERNIAKOVICH |, BELTRAMI E, MIGLIACCIO E, FASSINA A, PELICCI
P. G, GIORGIO M. 2009. p66Shc signals to age. Aging (Albany NY), 1 (6): 503-10.
199. TRINEI M, GIORGIO M, CICALESE A, BAROZzZI S, VENTURA A, MIGLIACCIO E,
MiLIA E, MARTIN PADURA |, RAKER V. A, MACCARANA M, PETRONILLI V, MINUCCI S,
BERNARDI P, LANFRANCONE L, PELICCI P. G. 2002. A p53-p66Shc signalling pathway
controls intracellular redox status, levels of oxidation-damaged DNA and oxidative

stress induced apoptosis. Oncogene, 21: 3872-3878.

200. TRINEI M, STENDARDO M, MIGLIACCIO E, MINuccl S, BERNARDI P, PELICCI P.
G, GIOoRGIO M. 2008. p66Shc-generated oxidative signal promotes fat accumulation.
Journal of Biological Chemistry, 283: 34283-34293.

201. UM S. H, D’ALESssIo D, THoMAS G. 2006. Nutrient overload, insulin resistance,
and ribosomal protein S6 kinase 1, S6K1. Cell Metab., 3: 393-402.

202. URSINI-SIEGEL J & MULLER W. J. 2008. The ShcA adaptor protein is a critical
regulator of breast cancer progression. Cell Cycle, 7: 1936-1943.

203. VANDER HEIDEN M. G, CANTLEY L. C, THomMPSON C. B. 2009. Understanding
the Warburg Effect: The Metabolic Requirements of Cell Proliferation. Science, 324
(5930): 1029-1033.

204. VEERAMANI S, CHou Y. W, LINF. C, MUNIYAN S, LIN F. F, KUMAR S, XIE Y,
LELE S. M, Tu Y, LIN M-F. 2012. Reactive oxygen species induced by p66Shc
longevity protein mediate nongenomic androgen action via tyrosine phosphorylation
signaling to enhance tumorigenicity of prostate cancer cells. Free Radic Biol Med., 53:
95-108.

205. VEERAMANI S, IGAWA T, YUAN T. C, LINF. F, LEE M. S, LIN J. S, JOHANSSON
S. L, LIN M. F. 2005. Expression of p66(Shc) protein correlates with proliferation of
human prostate cancer cells. Oncogene, 24: 7203-12.

206. VEERAMANI S, YUAN T. C, LIN F. F, LIN M. F. 2008. Mitochondrial redox
signaling by p66Shc is involved in regulating androgenic growth stimulation of human
prostate cancer cells. Oncogene, 27 (37): 5057-68.

207. VENTURA A, Luzi L, PACINI' S, BALDARI C. T, PeLiccI P. G. 2002. The p66Shc
longevity gene is silenced through epigenetic modifications of an alternative promoter.
J Biol Chem., 277: 22370-76.

208. VENTURA A, MACCARANA M, RAKER V. A, PeLiccl P. G. 2004. A cryptic
targeting signal induces isoform-specific localization of p46Shc to mitochondria. J
Biol Chem., 279: 2299-306.

209. VICHAI V & KIRTIKARA K. 2006. Sulforhodamine B colorimetric assay for
cytotoxicity screening. Nature Protocols, 1: 1112-1116.
210. VIKRAM A, KIM Y-R, KUMAR S, NAQVI A, HOFFMAN T. A, KUMAR A, MILLER

JRF.J, KiM C-S, IRANI K. 2014. Canonical Wnt signaling induces vascular endothelial
dysfunction via p66Shc-regulated reactive oxygen species. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol., 34: 2301-2309.

211. VYAS S, ZAGANJIOR E, HalGIs M. C. 2016. Mitochondria and cancer. Cell, 166
(3): 555-566.

212. WALLACE D. C. 2012. Mitochondria and cancer. Nature Review Cancer, 12:
685 — 698.

223



213. WaLLACE K. B, SArRDAO V. A, OLIVEIRA P. J. 2020. Mitochondrial
Determinants of Doxorubicin-Induced Cardiomyopathy, Circulation Research, 126:
926-941.

214. WANG Y, Liu T, PAN W, CHI H, CHEN J, YU Z, CHEN C. 2016. Small molecule
compounds alleviate anisomycin-induced oxidative stress injury in SH-SYSY cells via
downregulation of p66shc and AB1-42 expression. Exp. Ther. Med., 11: 593-600.

215. WARBURG O, WIND F, NEGELEIN E. 1927. The metabolism of tumors in the
body. J Gen Physiol., 8 (6): 519-530.

216. WARD P. S & THomMPsON C. B. 2012. Metabolic reprogramming: a cancer
hallmark even warburg did not anticipate. Cancer Cell, 21: 297-308.

217. WEERTS M. J. A, SLEUFER S, MARTENS J. W. M. 2019. The role of
mitochondrial DNA in breast tumors. Drug Discovery Today, 24 (5): 1202-1208.

218. WIECKOWSKI M. R, GIORGI C, LEBIEDZINSKA M, DUSZYNSKI J, PINTON P. 2009.

Isolation of mitochondria-associated membranes and mitochondria from animal
tissues and cells. Nat Protoc., 4: 1582-90.

219. WIGNER P, ZIELINSKI K, LABIENIEC-WATALA M, MARCZAK A, SZWED M. 2021.
Doxorubicin-transferrin conjugate alters mitochondrial homeostasis and energy
metabolism in human breast cancer cells. Scientific Reports, 11 (1): 4544.

220. WoJTALA A., BONORA M., MALINSKA D., PINTON P., DuszyNskl J., 1
WIECKOwSKI M.R. 2014. Methods to monitor ROS production by fluorescence
microscopy and fluorometry. Methods Enzymol., 542: 243 — 262.

221. WRIGHT, K. D, STARUSCHENKO A, SOROKIN A. 2018. Role of adaptor protein
p66Shc in renal pathologies. Am. J. Physiol., 314: F143-F153.
222. Wu C.W, YIN P.H, HuNnG W.Y, LI A.F, LI S.H, CHI C.W, WEI Y.H, LEe H.C.

2005. Mitochondrial DNA mutations and mitochondrial DNA depletion in gastric
cancer. Genes Chromosomes Cancer, 44 (1): 19-28.

223. XIEY & HuNG M. C. 1996. p66Shc isoform down-regulated and not required
for HER- 2/neu signaling pathway in human breast cancer cell lines with HER-2/neu
overexpression. Biochem Biophys Res Commun., 221: 140-5.

224. Xu X, ZHU X, MAM, HAN Y, HU C, YUAN S, YANG Y, XIAO L, LIU F, KANWAR
Y. S. 2016. p66Shc: a novel biomarker of tubular oxidative injury in patients with
diabetic nephropathy. Sci. Rep. 6, 1-11.

225. YANG S.K, X1a0 L, L1 J, Liu F, SuN L. 2014. Oxidative stress, a common
molecular pathway for kidney disease: role of the redox enzyme p66Shc. Ren. Fail.,
36: 313-320.

226. Yu T, JHUN B. S, YOON Y. 2011. High-glucose stimulation increases reactive
oxygen species production through the calcium and mitogen-activated protein kinase-
mediated activation of mitochondrial fission. Antioxidants & redox signaling, 14: 425-
437.

227. YUAN H, Su L, CHEN W. Y. 2013. The emerging and diverse roles of sirtuins in
cancer: a clinical perspective. Onco Targets Ther., 6: 1399-416.
228. ZAMPIERI N & CHAO M. V. 2006. Mechanisms of neurotrophin receptor

signalling. Biochem. Soc. Trans., 34: 607—611.

224



2209. ZHANG C, LI X, GAo D, RUAN H, LIN Z, LI X, LIu G, MA Z, L1 X. 2017. The
prognostic value of over-expressed TrkB in solid tumors: A systematic review and
meta-analysis. Oncotarget, 8: 99394-99401.

230. ZHANG J, L1'Y, WANG B, Luo Y, SHI J, ZHAO B. 2020. The p66shc-mediated
regulation of hepatocyte senescence influences hepatic steatosis in nonalcoholic fatty
liver disease. Med. Sci. Monitor, 26: €921887-921881.

231. ZHANG Y, FUIWARA Y, DoKI Y, TAKIGUCHI S, YASUDA T, MIYATA H,
YAMAZAKI M, NGAN C. Y, YAMAMOTO H, MA Q, MONDEN M. 2008. Overexpression
of tyrosine kinase B protein as a predictor for distant metastases and prognosis in
gastric carcinoma. Oncology, 75: 17-26.

232. ZHAO M-H, Hu J, L1 S, Wu Q, Lu P. 2018. P66Shc expression in diabetic rat
retina. BMC Ophthalmol., 18: 58.
233. ZHAO, Y.B, YANG, H.Y, ZHANG, X.W, CHEN, G.Y. 2005. Mutation in D-loop

region of mitochondrial DNA in gastric cancer and its significance. World J.
Gastroenterol., 11: 3304-3306.

234. ZHENG Z, YANG J, ZHAO D, Gao D, YAN X, YAO Z, Liu Z, MA Z. 2013.
Downregulated adaptor protein p66(Shc) mitigates autophagy process by low nutrient
and enhances apoptotic resistance in human lung adenocarcinoma A549 cells. FEBS
J., 280: 4522-30.

235. ZIMMERMANN F. A, MAYR J. A, NEUREITER D, FEICHTINGER R, ALINGER B,
JONES N. D, EDER W, SPERL W, KOFLER B. 2009. Lack of complex I is asso-ciated
with oncocytic thyroid tumours. Br J Cancer, 100 (9): 1434-1437.

225



