STRESZCZENIE

Jednym z gléwnych powoddw umieralnosci ludzi na caltym $wiecie sa choroby
nowotworowe. Pomimo, iz ostatnie dekady przyniosty znaczacy postep w wielu dziedzinach,
migdzy innymi medycynie, farmakologii i naukach pokrewnych, zachorowalnos¢
i $miertelno$¢ stale wzrastaja. W zwigzku z powyzszym, istnieje potrzeba prowadzenia
efektywnych badan nad przyczynami powstawania oraz metodami skutecznego leczenia chor6éb

nowotworowych.

Owocystatyna, wyizolowana z biatka jaja kurzego, bedaca ortologiem ludzkiej cystatyny
C, jest wszechobecnym biatkiem produkowanym przez wszystkie jadrzaste komoérki organizmu.
Sugeruje si¢ jej istotny udzial w réznych etapach procesu nowotworowego ze wzgledu na

petnienie funkcji silnego inhibitora proteaz cysteinowych

Celem pracy byto zbadanie aktywnos$ci owocystatyny wzgledem komoérek wybranych linii
nowotworowych oraz komoérek prawidtowych. Dodatkowym celem byto okreslenie mechanizmu

uszkodzenia komoérek na przyktadzie wybranej linii raka ptuc.

Do badan wykorzystano nastgpujagce nowotworowe linie komdrkowe: raka gruczotu
piersiowego (MCF-7 i MDA-MB-231), czerniaka (BM), raka pluc (A549), raka
watrobowokomoérkowego (HepG2) oraz kontrolnej prawidlowej linii fibroblastéw skoérnych

(NHDF). Badano dwie formy liofilizowanej owocystatyny: monomeryczng i dimeryczng.

W celu oceny zywotnosci wyze] wymienionych linii komoérkowych zastosowano
kolorymetryczny test MTT z uzyciem obu form owocystatyny. W celu sprawdzenia mechanizmu
uszkodzenia komorek przeprowadzono ocen¢ nasilenia procesu apoptozy po zastosowaniu

monomeru w komorkach linii A549 1 NHDF nast¢pujacymi metodami: kolorymetryczng detekcja



apoptozy, immunoblotingiem — DotBlot oraz morfologiczng - transmisyjng mikroskopig

elektronowa.

W testach MTT wykazano, ze wzrost komodrek wszystkich badanych linii nowotworowych
ulega zahamowaniu po zastosowaniu zarOwno monomerycznej, jak i dimerycznej owocystatyny.
Stwierdzono, ze komorki linii A549 posiadaja najwickszg wrazliwo$¢ na dziatanie
monomerycznej owocystatyny po jej dwukrotnym podaniu. Jednocze$nie, nie obserwowano
hamujacego zywotnos¢ wptywu monomeru na komérki prawidtowe;j linii. Ponadto, dowiedziono,
ze dimeryczna forma wykazuje stabsza aktywno$¢ hamujaca zywotnos¢, wobec czego zostata
wyeliminowana z dalszych badan. Kolorymetryczng detekcja apoptozy nie stwierdzono wptywu
owocystatyny na wystgpienie apoptozy w komorkach linii A549 i NHDF. Efektem tych badan
bylo wytypowanie stezenia monomerycznej formy biatka, ktére zostalo poddane dalszym
badaniom. W kolejnym etapie badan nie wykazano zmian poziomu ekspresji wybranych biatek
zaangazowanych w proces apoptozy. Jedynie czynnik hipoksji, HIF-1a wykazywat istotny wzrost
ekspresji. W ostatnim etapie przeprowadzono obserwacje morfologii badanych komoérek na
poziomie ultrastrukturalnym metodag TEM. Stwierdzono obecno$¢ nielicznych komérek

apoptotycznych oraz prezentujacych cechy autofagii.

Podsumowujac, wykazano, ze badany monomer owocystatyny wptywa hamujgco na zywotnos¢
komorek nowotworowych, jednoczesnie wykazujac minimalny wptyw na komorki prawidtowe.
Dimer natomiast nie wykazuje, tak znacznego jak monomer, zahamowania zywotnosci komérek
nowotworowych. Przypuszczalnie, mechanizm dzialania monomeru owocystatyny polega na
uszkodzeniu komoérek nowotworowych na drodze autofagii oraz apoptozy. Cytostatyczne
dzialanie monomeru owocystatyny w wybranych stezeniach na komoérki nowotworowe, moze

w przysziosci pozwoli¢ na jej wykorzystanie w przeciwnowotworowej terapii wspomagajace;.



