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Wstep Materiati metody

Czerniak skory jest nowotworem ztosliwym wywodzgcym sie z melanocytow. Do badan wykorzystano komorki linii Ab izolowane z guzéw nowotworowych pasazowanych na chomikach syryjskich. Po
Opornos¢ czerniaka na konwencjonalng chemioterapie oraz szybko izolacji komorki hodowano w standardowych warunkach (podtoze RPMI 1640 z dodatkiem 10% FBS i antybiotykow, 37°C, 5%
wzrastajgca liczba zachorowan powoduje, ze podejmowane sg proby leczenia CO2) w obecnosci 0,5uM epoksomycyny, 5uM MG-132 lub 10pM laktacystyny przez 6, 12, lub 24 godziny, a nastepnie
czerniaka nowymi substancjami o dziataniu przeciwnowotworowym, takimi jak znakowano immunofluorescencyjnie (Tabela 1).

inhibitory proteasoméw (IP). Zwigzki te hamujg w komorkach dziatanie

; 4 . Przeciwciata
proteasomow — kluczowego skfadnika uktadu ubikwityna-proteasomy (UPS), — , v :
Kt d iad d dacie biatek. Cvtotok dziatanie inhibitoré Przeciwciato pierwotne Przeciwciato wtérne
SRS EpRWIaaa _Za eg_ra acje Diaiex. 'yo oksyczne dziaianie Inhi I'OI‘OW cytC mysie monoklonalne (BD 1:400 | kozie - AlexaFluor 488 1:400
proteasomow opiera sie na blokowaniu uktadu UPS, co prowadzi do Pharmingen, USA) (Invitrogen, USA)
zaburzenia homeostazy komaorki i w konsekwencji Smierci na drodze apoptozy. AIF krélicze monoklonalne, 1:500 | kozie - AlexaFluor 488 1:400
(Abcam, Wielka Brytania) (Invitrogen, USA)
Barwniki fluorescencyjne
Cel e - : : . .
Tabela 1. Przeciwciata i barwniki zastosowane | mitochondria MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen, USA) 250nM
w barwieniach immunofluorescencyjnych. jadro komérkowe | jodek propidyny (Fluka, USA) 2,5 ug/ml

Celem pracy byta ocena wptywu trzech IP roznigcych sie strukturg chemiczna:
MG-132, epoksomycyny i laktacystyny na indukcje szlaku mitochondrialnego
apoptozy w komorkach linii amelanotycznej (Ab) przeszczepialnego czerniaka
chomika (czerniaka Bomirskiego).

Aby oceni¢ charakterystyczny dla szlaku mitochondrialnego apoptozy wyptyw cytochromu C (cytC) i biatka AlIF (apoptosis
inducing factor) z mitochondriéw, wykonano podwdjne barwienia: cytochromu C i mitochondriow oraz AlF i jgdra komorkowego.
Lokalizacje biatek w komorce analizowano pod mikroskopem Eclipse 600 (Nikon, Japonia) wspotpracujgcym z systemem
konfokalnym Radiance 2100 (BioRad, Wielka Brytania) i oprogramowaniem LaserSharp 2000 v.4 (BioRad, Wielka Brytania).
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Uwalnianie cytochromu C z mitochondriow komérek Ab pod wptywem dziatania IP po 6, 12 lub 24 godzinach. Uwalnianie AIF z mitochondriéw w komérkach Ab pod wplywem dziatania IP po 6, 12 lub 24 godzinach.
Aktywne mitochondria uwidoczniono kolorem czerwonym. Kolorem zielonym wybarwiono cytochrom C. Kolorem czerwonym wybarwiono jgdra komorkowe. Kolorem zielonym wybarwiono AlF.

Strzatkami zaznaczono pgczkowanie btony komorkowej komoérek apoptotycznych.

" IP powodowaty zmiany morfologiczne mitochondriow.
Mitochondria w nitkowatych i rownomiernie rozproszonych w cytoplazmie staty sie pecherzykowate i utworzyty pojedynczy agregat na obwodzie jgdra komorkowego.

= |P prowadzity do translokacji cytC do cytoplazmy, a AIF do cytoplazmy i jgdra komoérkowego.
Poczatkowo badane biatka zlokalizowane byt niemal catkowicie w mitochondriach. Juz po 6 godzinach w duzej czesci komérek doszto do uwolnienia cytC i AlIF do
cytoplazmy. Dodatkowo w pojedynczych komérkach obserwowano ,pgczkowanie” btony komorkowej i gromadzenie sie cytC w pgczkujgcych fragmentach. Dtuzsze
dziatanie IP powodowato we wszystkich obserwowanych komorkach wyptyw badanych biatek z mitochondriow. Po 24 godzinach obserwowano rowniez akumulacje
AlF w jadrach komoérkowych.

= Nie obserwowano istotnych réznic z mechanizmie dziatania badanych IP.
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Uwalnianie cytochromu C oraz biatka AIF z mitochondriow pod wplywem epoksomyyny, MG-132
i laktacystyny dowodzi, ze inhibitory proteasomow wywierajg efekt cytotoksyczny na komaorki
liniiAb czerma _ a.poprzez mdukqe szlaku mntochondrlalnego apoptozy
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