Dzialanie owocystatyny na przeszczepialne,

mysie nowotwory gruczolu mlekowego

STRESZCZENIE

Rak gruczotu piersiowego jest najczestszym nowotworem, a takze pierwsza przyczyna
zgonow spowodowanych nowotworami u kobiet na calym $wiecie. Opublikowane badania
pokazaty, ze wazna rol¢ w rozwoju nowotwordéw odgrywaja enzymy proteolityczne -
proteinazy cysteinowe. Ich aktywnos$¢ jest kontrolowana przez naturalnie wystgpujace
inhibitory — cystatyny. Doniesienia literaturowe wskazuja, ze zachowanie odpowiedniej
rownowagi migdzy proteinazami oraz ich inhibitorami — cystatynami jest bardzo wazne we
wlasciwym funkcjonowaniu organizmu. Z tego wzgledu celem pracy byto zbadanie dziatania
monomeru cystatyny wyizolowanego z bialka jaja kurzego (tzw. owocystatyna), majacego

potencjalne dziatanie onkostatyczne.

Gléwnym celem realizowanych badan byla ocena wptywu owocystatyny na stopien
martwicy, apoptoz¢ oraz nasilenie proliferacji komoérek w mysich nowotworach gruczotu
mlekowego. Ponadto przeprowadzono oceng objgtosci oraz masy guzow nowotworowych po
terapii owocystatyna, a takze wykonano analiz¢ zmiany masy ciala zwierzat podczas trwania

eksperymentu.

W badaniach zastosowano zwierzgcy model doswiadczalny — samice szczepu Balb/c.
Zwierz¢tom podskornie przeszczepiono komorki linii raka gruczotu mlekowego 4T1.
W momencie osiagnigcia przez guzy $rednicy ok. 1 cm rozpoczgto dootrzewnowe podawanie
owocystatyny. Owocystatyng podawano w dwoch dawkach, 5 mgkg m.c oraz
10 mg/kg m.c.,, wybranych na podstawie wczesniej przeprowadzonych testow
toksykologicznych. Grupe kontrolng stanowily zwierze¢ta z guzami nowotworowymi, lecz
nieotrzymujace badanego zwiazku. Dodatkowo badano grupy myszy zdrowych otrzymujace
owocystatyng, a takze sol fizjologiczna. Nieoczekiwanie, po piatym podaniu eksperyment
zostal przerwany z powodu naglej $mierci wigkszosci myszy otrzymujacych owocystatyng.
Po zakonczeniu eksperymentu pobrano i zabezpieczono materiat do dalszych badan.
Na uzyskanym materiale nowotworowym wykonano reakcje IHC celem okreslenia nasilenia
ekspresji markera proliferacji Ki-67, oceniono nasilenie martwicy oraz apoptozy komorek

nowotworowych. Ponadto, zbadano 84 geny zwiazane z rakiem gruczolu piersiowego



z wykorzystaniem metody Real-time PCR. Wykonano takze analiz¢ zmiany masy ciata
zwierzat uczestniczacych w eksperymencie oraz poréwnano objetosci
1 masy guzéw nowotworowych po terapii owocystatyna w poroéwnaniu do guzow
kontrolnych. Podczas trwania eksperymentu najprawdopodobniej doszto do zespotu lizy guza

nowotworowego (TLS), z tego powodu cz¢$¢ myszy nie dotrwata do 6 podania owocystatyny.

Ponadto, analiza genoéw zaangazowanych w rozwdj raka gruczotu piersiowego wykazata
zwigkszony poziom Interleukiny-6 (11-6) w guzach myszy otrzymujacych owocystatyng
w porownaniu do guzow kontrolnych. Badania IHC wykazaty obnizony poziom ekspresji
markera proliferacji Ki-67 w guzach pobranych od myszy otrzymujacych badany zwiazek
w poréwnaniu do myszy kontrolnych. Ocena histologiczna guzow H&E wykazata, ze guzy
myszy kontrolnych, nieotrzymujacych owocystatyne, charakteryzowaty si¢ nizszym stopniem
martwicy w pordwnaniu do guzéw myszy, ktore otrzymywaty owocystatyng. Guzy
nowotworowe zwierzat otrzymujace dawki 5 oraz 10 mg/kg m.c. charakteryzowaty si¢
martwica  odpowiednio  na  poziomie  52% oraz  56%, podczas gdy
w guzach kontrolnych martwica utrzymywata si¢ na poziomie 40%. Badanie apoptozy
metoda TUNEL pokazalo wyzszy stopien apoptozy w guzach nowotworowych pobranych
od zwierzat otrzymujacych owocystatyng w obu dawkach (5 mg/ kg m.c. oraz 10 mg/kg m.c.)
w odniesieniu do guzéw kontrolnych, nieotrzymujacych badanego zwiazku. Analiza zmiany
masy ciata zwierzat przeprowadzona w trakcie trwania eksperymentu nie wykazala istotnej
réznicy w obrgbie grup zwierzat zdrowych otrzymujacych kontrolnie sél fizjologiczng lub
badana owocystatyng. Jakkolwiek zauwazono réznice w masie ciala zwierzat z guzami
nowotworowymi. Myszy kontrolne obarczone nowotworem cechowaty si¢ nizsza masa ciata

W poréwnaniu do myszy z guzami otrzymujacymi dawke 5 mg/kg m.c. oraz 10 mg/kg/m.c..

Wyniki badan zaprezentowanych w niniejszej rozprawie wskazuja na onkostatyczne
dziatanie owocystatyny w mysim modelu raka gruczolu mlekowego. Swiadczy o tym
zarOwno wzrost nekrozy, apoptozy, jak tez obnizenie ekspresji antygenu proliferacyjnego
Ki-67 oraz zmniejszenie objetosci guzoéw nowotworowych po terapii owocystatyna.
Co istotne, sama owocystatyna u zdrowych myszy nie powodowata toksycznosci, gdyz nie
zauwazono utraty masy ciata oraz zmian w ocenie morfologii serca, ptuc, nerek oraz watroby.
Warto$ci badanych enzyméw watrobowych réwniez miescily si¢ w zakresie norm
laboratoryjnych. Nieoczekiwane zakonczenie eksperymentu sugeruje, ze doszto do zespotu

rozpadu nowotworu (TLS), co zwiazane bylo z zastosowaniem terapii owocystatyna



u zwierzat z guzami nowotworowymi. Nagly rozpad komorek nowotworowych moze by¢

zwiazany ze zwigkszonym poziomem II-6, badanej w trakcie eksperymentu.

Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, ze owocystatyna potencjalnie moze znalez¢
zastosowanie w terapii wspomagajacej leczeniec raka gruczotu piersiowego, jednakze

wymagane sa dalsze badania, ktore poprzedza badania kliniczne.
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