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metastatycznego komorek raka jelita grubego”

STRESZCZENIE

Katepsyna B (EC 3.4.22.1) jest protgazystpujaca fizjologicznie w lizosomach, ktorej
biosynteza, lokalizacja, dystrybucja westnzkomorkowa oraz aktywr$é enzymatyczna uleggj
zmianom w trakcie patogenezy nowotworéw. Enzym delgrywa istotg role w procesie
metastazy poprzez degradadjialek macierzy zewgtrzkomorkowej oraz nasilanie kaskady
proteolitycznej na skutek inaktywacji tkankowychhiiitoréw metaloproteinaz. W centrum
aktywnym katepsyny B znajduje¢sreszta cysteiny, co czyni opisywane biatko tearatie
podatnym na dziatanie 3-bromopirogronianu - gzku bgdacego analogiem kwasu
pirogronowego, o cechach alkilatora, intensywnieldm@go w ostatnich latach podtém
dziatania przeciwnowotworowego. Opierg ®in0 na hamowaniu enzyméw szlaku glikolizy,
ktory jest gtdwnynzrédiem energii komorek nowotworowych. Niniejszagaratanowi pierwsze
doniesienie dotyce oddziatywania tego zwiku bezpérednio na katepsynB oraz pérednio
na mechanizmy prowaglze do jej odmiennych od fizjologicznych avosci, skutkupcych m.
in. wzmazonym potencjalem metastatycznym komorek nowotwoodhwy

Gtobwnym celem badawczym niniejszej pracy bylo nmre skutkéw dziatania 3-
bromopirogronianu na te wdaiwosci komorek nowotworowych wybranych linii raka jelit
grubego, ktore decydujo ich potencjale metastatycznym, a ktorych istottgment stanowi
katepsyna B. Ponadto zbadano skutki bémminiego dziatania 3-bromopirogronianu na
czasteczk katepsyny B w warunkacim vitro. Cel ten realizowano poprzez badania oparte na
hodowlach komorek raka jelita grubego linii Caco+2CT 116 oraz z #yciem oczyszczonego
enzymu. Oceniono potencjat migracyjny, metodojenia rany, i inwazyjni@ komorek
poddanych dziataniu 3-bromopirogronianu. Dokonamaliay wptywu tego zwjzku na poziom
sekrecji katepsyny B oraz na jej aktywaenzymatycze w komérkach raka jelita grubego i
ptynach pohodowlanych metgdspektrofluorymetryczn Przeanalizowano rownie skutki
dziatania 3-bromopirogronianu na proces ekspoZajepsyny B na zewitrznej powierzchni
btony komérkowej komorek Caco-2 i HCT 116 z zastemoiem cytometrii przeptywowej.
Doswiadczenia z  wykorzystaniem oczyszczonego enzymukubowanego z @3-

bromopirogronianem obejmowaty spektrofluorymetryezzomiary aktywngci enzymatycznej



katepsyny B, okrdenie charakteru inhibicji metadzymografii oraz prop identyfikacii
ewentualnych modyfikacji @ateczki biatka z wykorzystaniem spektrometrii mpszgzonej z
chromatografj cieczove.

Na podstawie przeprowadzonych badstwierdzono,ze 3-bromopirogronian obim
potencjat migracyjny oraz inwazyjedludzkich komorek raka jelita grubego linii Caco-2CT
116. Wykazanoze omawiany zwjzek obnka aktywnd¢ katepsyny B w komérkach Caco-2
oraz wptywa negatywnie na jej sekredo medium hodowlanego w obu liniach komérkowych.
Potwierdzono rownig ze dziatanie 3-bromopirogronianu powoduje znacznenigjszenie
ekspozycji katepsyny B na zewtrenej powierzchni blony komérkowej w komérkach G#ti
HCT 116. Badania z wykorzystaniem oczyszczonegtkdiaykazaly,ze 3-bromopirogronian
hamuje aktywn& katepsyny B, nie alkiluje jednak gsteczki enzymu, a inhibicja ta ma
charakter odwracalny.

» 1 he effect of 3-bromopyruvate on properties of bapsin B in the aspect of metastatic

potential of colon cancer cells”

ABSTRACT

Cathepsin B (EC 3.4.22.1) is a protease that plogically resides in lysosomes, which
biosynthesis, location, intracellular distributiand enzymatic activity undergo changes during
the pathogenesis of cancer. This enzyme plays gortant role in the metastatic process
through the degradation of extracellular matrixtpmes and intensification of the proteolytic
cascade due to inactivation of tissue inhibitdrmetalloproteinases. There is a cysteine residue
in the active center of cathepsin B, which makesdéscribed protein theoretically susceptible to
the action of 3-bromopyruvate - a compound whichnsanalogue of pyruvic acid, an alkylator
that has been intensively studied in the recentsykma its anti-cancer activity. This is based on
the inhibition of enzymes in the glycolysis pathwahich is the main source of cancer cell
energy. The following thesis is the first report the effect of 3-bromopyruvate directly on
cathepsin B and indirectly on the mechanisms lepdinits distinct physiological properties,

resulting in, among others, the increased metagtatential of cancer cells.



The aim of this study was to investigate the effexf 3-bromopyruvate on these tumor
cell properties in selected colorectal carcinomllcees in order to determine their metastatic
potential, of which the essential element is catlrepB. Moreover, the effect of 3-
bromopyruvate’s direct action on the cathepsin Beawue was investigateiah vitro. This goal
was achieved through studies in cultures of Caaae2HCT 116 colon cancer cells and with the
use of purified enzyme. Evaluation of migrationedtal, using the wound healing method, and
the invasiveness of cells treated with 3-bromopgtevwas completed. The effect of this
compound on the level of cathepsin B secretionitmdnzymatic activity in colon cancer cells
and culture media was analyzed via the spectrofhedric method. Furthermore, the effects of
3-bromopyruvate on the exposure process of cathepsbn the outer surface of the cell
membrane of Caco-2 and HCT 116 cells were analysed) flow cytometry. Experiments using
the purified enzyme incubated with 3-bromopyruvatacluded: spectrofluorimetric
measurements of the cathepsin B enzymatic actidiégermination of the characteristics of
inhibition with zymography, and an attempt to idgnpossible modifications of the protein
molecule using liquid chromatography - mass spewtoy method.

According to the conducted studies, it was fouhdt t3-bromopyruvate reduces the
migration potential and invasiveness of human eala cancer cells - Caco-2 and HCT 116. It
was shown that this compound reduces the activitathepsin B in Caco-2 cells and negatively
affects its secretion into the culture medium irthbeell lines. It was also confirmed that the
effect of 3-bromopyruvate significantly reduces éxposure of cathepsin B on the outer surface
of the cell membrane in Caco-2 and HCT 116 celisdi®s using purified protein showed that 3-
bromopyruvate inhibits the activity of cathepsine¥ersibly and does not alkylate the enzyme’s

molecule.



