Reaktywne formy tlenu w przebiegu cyklu komodrkowego i1 odpowiedzi komorek

prawidtowych i nowotworowych na promieniowanie jonizujace.

Stowa kluczowe: cykl komérkowy w ludzkich liniach komoérek nowotworowych, reaktywne
formy tlenu, zahamowanie cyklu komorkowego, nokodazol, promieniowanie jonizujace,
nadtlenek wodoru, anionorodnik ponadtlenkowy.

STRESZCZENIE

Przebieg cyklu komorkowego i jego regulacja sa kluczowe dla proliferacji komoérek 1 zmian
ich liczebnosci w populacjach komorkowych, a zaburzenia cyklu komorkowego sa jedng z
najczestszych zmian w komoérkach nowotworowych. Wiadomo rowniez, ze w trakcie cyklu
komorkowego nastgpuja zmiany poziomu reaktywnych form tlenu. Celem pracy byto
zbadanie powigzan mig¢dzy regulacjg produkcji i neutralizacji reaktywnych form tlenu przez
komorki, a przebiegiem cyklu komoérkowego i odpowiedzi na promieniowanie jonizujace oraz
sprawdzenie czy zaleznoS$ci sa podobne w réznych typach komorek.

Badania przeprowadzano na populacjach réznych typow komorek oraz na pojedynczych
komoérkach. W eksperymentach wykorzystano linie komérkowe wyprowadzone z komorek
prawidtowych i nowotworowych: HCT116, NHDF, K562, HL60, Ca46, Me45, Hela oraz
HEPA 1-6. Linie komérkowe scharakteryzowano pod wzgledem zdolno$ci proliferacyjnych.
Srednie stezenia anionorodnika lub generalnie wszystkich reaktywnych form tlenu w
komorkach oznaczano przy uzyciu cytometrii przeptywowej i barwnikéw fluorescencyjnych
MitoSOX 1 Cell ROX Green lub DCF. Specyficzny dla faz cyklu komérkowego poziom
reaktywnych form tlenu, czesto$¢ apoptozy i ekspresje genéow badano w komorkach
zablokowanych w fazie G2 poprzez inkubacj¢ z nokodazolem, a w fazie G1 przez glodzenie
komorek hodowanych w medium bez surowicy. Wplyw promieniowania jonizujacego na
poziomy reaktywnych form tlenu i przebieg cyklu badano eksponujac komoérki na
promieniowanie jonizujace w dawce 4Gy.

Wyniki badan wykazaly, ze komorki roznego typu ro6znig si¢ tempem wzrostu i1 reakcja na
promieniowanie. Mikroskopowe badanie pojedynczych komoérek HelLa oraz HEPA 1-6
przeprowadzone metoda FUCCI i mikrofluidyki sugeruja, ze warunki mikrosrodowiska sg
kluczowe dla dlugosci cyklu, oraz ze badane komorki nowotworowe wykazuja brak inhibicji
kontaktowej 1 zwigkszaja szybko$¢ podziatow wraz ze wzrostem gestosci. Wszystkie typy
komorek, ktore udato si¢ zablokowaé w fazie G2 wykazuja wyzszy poziom ogdlnych RFT
(H20,) w tej fazie, natomiast odmienne wyniki otrzymano dla anionorodnika

ponadtlenkowego, gdzie obserwowano spadek w stezeniu ‘O, w fazie G2 w komorkach



HCT116, Ca46 1 K562 oraz niewielki wzrost w komoérkach HL60 po traktowaniu komorek
nokodazolem. Zmiany w produkcji anionorodnika ponadtlenkowego wigzane byly ze zmiang
aktywno$ci syntazy tlenku azotu, ktéra moze w warunkach sprzyjajacych oksydacji
produkowa¢ anionorodnik. Analiza poziomu ekspresji genow w komorkach zahamowanych w
fazie G1 lub G2 wykazala charakterystyczne dla fazy roznice w ekspresji genéw kodujacych
biatka produkujace reaktywne formy tlenu lub uczestniczace w ich neutralizacji. Geny
kodujace enzymy zaangazowane w neutralizacje wolnych rodnikéw jak glutaredoksyna 2 i
dysmutaza ponadtlenkowa 2, ale takze syntaza tlenku azotu 3 wykazywatly wyzsza ekspresje
w fazie G1 natomiast geny kodujace enzymy zaangazowane w produkcje reaktywnych form
tlenu, oksydazy zalezne od NADPH i bialka je regulujace, wykazywatly wyzsza ekspresje w
fazie G2.

Ekspozycja komodrek na promieniowanie jonizujace powoduje pojawienie si¢ dodatkowych
rodnikow tlenowych i w komorkach HCT116, K562, HL60, Ca46 prowadzi do zmniejszone]
proliferacji, zatrzymania cyklu komoérkowego w fazie G2. Inaczej zachowuja si¢ komorki
czerniaka Me45, gdzie napromienienie 4 Gy powoduje w kréotkim czasie po napromienieniu
nieznaczne blokowanie w fazie GO/G1l, a w kolejnych godzinach od napromienienia
zwigkszenie proliferacji.

Wyniki prezentowane w niniejszej rozprawie wskazuja na pewne nowe aspekty produkcji i
neutralizacji reaktywnych form tlenu, i przyblizaja nas do zrozumienia ich roli w przebiegu

cyklu komorkowego.



