Streszczenie

Kostniakomigsak (OS) jest najczestszym pierwotnym nowotworem uktadu kostnego
o wysokim stopniu zlosliwosci. OS stanowi mniej niz 1% wszystkich nowo zdiagnozowanych
nowotworow u o0sob dorostych i 3-5% u dzieci. Po biataczkach i chloniakach, jest to
najczestsza pierwotna choroba nowotworowa u nastolatkow. Fenotypowe czynniki ryzyka
powstania OS zwigzane sa z rozwojem fizjologicznym i sg to zar6wno wysoki wzrost, jak
i duza masa urodzeniowa. Z kolei zaburzenia genetyczne (mutacje) wystepujace powszechnie
w przypadkach OS dotycza glownie gendéw supresorowych nowotworow, takich jak: TP53,
RB1, PTEN oraz IDH. W ok. 60% przypadkow OS leczenie przynosi korzystne efekty, jednak
u ok. 40% pacjentdw jest to nowotwor silnie przerzutujacy, oporny na chemioterapie, dajacy
gorsze rokowanie. Dlatego poszukuje si¢ wciaz nowych $rodkow terapeutycznych, ktore
mogltyby zwiekszy¢ rokowania pacjentow z tym nowotworem.

Obiecujacym zwigzkiem wydaje si¢ by¢ alfa-ketoglutaran (AKG). AKG jest
metabolitem posrednim w cyklu Krebsa. Jako donor energii petlni kluczowa role
w metabolizmie energetycznym komorek zwierzgcych. Oprocz funkcji metabolicznych, AKG
petni w organizmie funkcje niemetaboliczne, zwigzane z regulacja procesOw epigenetycznych
i sygnalingu komorkowego. AKG ma zdolno$¢ regulowania aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego HIF, odpowiedzialnego za rozwoj i progresj¢ nowotworow. Ponadto, AKG
wplywa na aktywno$¢ enzymow uczestniczacych w epigenetycznej modyfikacji chromatyny.
Badania sugeruja, ze wzrost ilo$ci wewnatrzkomoérkowego AKG moze mie¢ dziatanie
przeciwnowotworowe.

Celem niniejszej pracy byla ocena aktywnos$ci przeciwnowotworowej egzogennego
AKG wobec ludzkiego kostniakomigsaka z wykorzystaniem dwoch linii komorkowych tego
nowotworu: Saos-2 i HOS.

W badaniach okreslono wplyw AKG na zywotno$¢ komoérek prawidtowych
(ludzkich fibroblastow skory linit HSF 1 ludzkich osteoblastow linii hFOB 1.19) testem LDH
oraz na proliferacje komorek Saos-2 i HOS testem MTT 1 BrdU. Za pomoca cytometrii
przeplywowej oraz barwienia PI/RNAzg zbadano wplyw AKG na przebieg cyklu
komodrkowego oraz oceniono jego zdolno$¢ do indukcji apoptozy lub/i nekrozy (barwieniem
aneksyng V-FITC 1 PI) w komodrkach obu linit OS. Wpltyw AKG na poziom bialek
zwigzanych z cyklem komorkowym (cykliny D1 oraz p21 Wafl/Cipl) okreslono metoda
ELISA. Zbadano réwniez jego zdolno$¢ do aktywacji kaspazy-3 (metoda cytometrii
przeptywowej), kaspazy -8 i -9 (metoda Western blott oraz cytometrii przeptywowej) oraz



wplyw na ekspresje biatek zwigzanych z wewn¢trznym szlakiem apoptozy, tj. Bax i Bcl-2
(metodg Western blott). W celu zbadania mechanizmu dziatania AKG w komdrkach OS,
w kolejnym etapie oceniono (metoda ELISA) jego zdolno$¢ do modulowania poziomu
fosforylacji kinaz MAP (JNK, ERK1/2, p38) oraz kinazy biatkowej Akt w komorkach linii
Saos-2. Okreslono réwniez (metoda ELISA) wptyw AKG na poziom produkcji TGF-f,
tj. czynnika wzrostu dla komoérek OS 1 cytokiny stymulujacej migracje, inwazyjnosc
1 przerzutowanie tego nowotworu. Ponadto, zbadano (metoda ELISA) wptyw AKG na
wytwarzanie pro-angiogennej cytokiny, tj. VEGF, przez komoérki OS. Wplyw AKG na
migracje komorek kostniakomigsaka oceniono testem zarastania rysy, natomiast inwazyjnos¢
- metodag wykorzystujaca migracje komorek przez membrane pokryta macierza blony
podstawnej.

Uzyskane wyniki wykazaly, ze AKG jest zwigzkiem malo toksycznym dla komorek
prawidtowych. AKG hamowat proliferacj¢ komorek Saos-2 i HOS proporcjonalnie do
zastosowanego stezenia. Zwigzek ten zatrzymywat cykl komérkowy w fazie G; w obu liniach
OS, obnizat poziom ekspresji cykliny DI w komoérkach linii HOS, natomiast zwigkszat
poziom ekspresji inhibitora kinaz zaleznych od cyklin p21 Wafl/Cipl w komodrkach Saos-2.
Ponadto, AKG indukowat apoptoz¢ w komodrkach kostniakomigsaka poprzez aktywacje
kaspazy-9, -8, -3, zwigkszenie ekspresji biatka proapoptotycznego Bax i obnizenie poziomu
biatka antyapoptotycznego Bcl-2. AKG aktywowat kinaz¢ JNK, natomiast hamowat
aktywacje ERK1/2 1 Akt w komorkach linii Saos-2. Wykazano rowniez, ze AKG indukowat
apoptoze w komorkach Saos-2 poprzez aktywacje kinazy JNK, poniewaz specyficzny
inhibitor tej kinazy (SP600125) catkowicie zahamowat aktywacje kinazy indukowang przez
AKG oraz czgsciowo obnizyl poziom apoptozy indukowanej przez AKG w komodrkach
Saos-2. Ponadto, AKG obnizyt poziom produkcji TGF-B i VEGF oraz hamowat migracj¢
1 iInwazyjnos¢ komorek obu linii kostniakomigsaka.

Otrzymane w niniejszej rozprawie wyniki badan in vitro wskazuja na potencjat
przeciwnowotworowy AKG wobec komorek kostniakomigsaka. AKG aktywuje JNK i moze
w ten sposob indukowac apoptoze w komdrkach OS. Ponadto, obnizenie aktywnosci ERK1/2
przez AKG moze hamowac progresje cyklu komorkowego 1 proliferacje komorek tego
nowotworu. Dodatkowo, obnizenie aktywnosci ERK1/2 oraz Akt pod wptywem AKG moze
przyczynia¢ si¢ zaréwno do indukowania apoptozy, jak tez hamowania migracji
1 inwazyjnosci komorek OS oraz zahamowania angiogenezy. Uzyskane wyniki sugeruja, ze

AKG moze hamowac zardwno wzrost kostniakomiesaka, jak tez proces jego przerzutowania.



