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ROLA REAKTYWNYCH FORM TLENU W REGULACJI CYKLU
KOMORKOWEGO PO PROMIENIOWANIU JONIZUJACYM

Streszczenie.  Ekspozycja komorek na promieniowanie jonizujace moze
powodowa¢ nadprodukcje reaktywnych form tlenu 1 prowadzi¢ do powstawania
w komorce réznego typu uszkodzen, zahamowania cyklu komodrkowego
1 apoptozy. W napromienionych komoérkach nowotworowych jelita grubego,linii
HCT116 zaobserwowano wtorng produkcje ROS zwigzanych z DNA oraz
blokade cyklu komodrkowego. Pomimo tego, ze catkowity poziom wolnych
rodnikdw mierzony inng metoda byt nizszy niz w kontroli, uzyskane wyniki
wskazuja na powigzany z reaktywnymi formami tlenu proces regulacji cyklu
komoérkowego oraz indukcje stresu oksydacyjnego zakonczonego $miercig
komorkowa na drodze apoptozy.

THE ROLE OF THE IONIZING RADIATION-INDUCED REACTIVE
OXYGEN SPECIES IN CELL CYCLE REGULATION

Summary. Exposure to ionizing radiation can result in overproduction
of reactive oxygen species in cells, and leads to a various types of cell’s damage,
cell cycle arrest and apoptosis. We observed secondary production of DNA-
associated ROS in irradiated human colon carcinoma cells HCT116, however
total level of ROS was lower than in control. Obtained results indicated the
reactive oxygen species role in the regulation of cell cycle, and oxidative stress
induced cellular death - apoptosis.

1. Wstep

Ekspozycja komorek na promieniowanie jonizujace prowadzi do bezposrednich
zmian w strukturze kwasow nukleinowych, biatek i lipidow. Uszkodzenia te moga by¢
wywotywane roéwniez w sposob posredni, poprzez indukowang promieniowaniem
radioliz¢ wody i produkcje reaktywnych form tlenu (ROS, reactive oxygen species).

W wyniku radiolizy wody powstaja uwodniony elektron i1 kationorodnik,
czasteczki wody szybko rozpadajace si¢ do rodnika hydroksylowego, bedacego silnym
utleniaczem. Promieniowanie moze réwniez wywota¢ homolityczny rozktad wody
w wyniku ktoérego powstaje wodor czasteczkowy (H,) oraz nadtlenek wodoru (H,0,).
Do reaktywnych form tlenu powstajacych pod wplywem promieniowania zalicza
si¢ tez anionorodnik ponadtlenkowy i1 rodniki hydroperoksylowe [1].
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Odpowiedzig komorki na ekspozycje na promieniowanie jonizujace jest uruchomienie
procesOw naprawy DNA oraz zahamowanie cyklu komorkowego pozwalajace na
wydtuzenie czasu naprawy [8]. Uszkodzenia ktore nie zostang naprawione moga
prowadzi¢ do niestabilno$ci genetycznej 1 nowotworzenia. Reaktywne formy tlenu
moga inicjowa¢ programowang S$mier¢ komodrki — apoptoze. Wykazano, ze
uszkodzenia w mitochondrialnym DNA wywotane przez ROS powoduja szybkie
wejscie na droge apoptozy, antyoksydanty za$§ prowadza do inhibicji tego procesu
1 zachowania integralnosci bton [1].

Cykl komorkowy to jeden z podstawowych procesow zyciowych komorki.
Jest to sekwencja zdarzen prowadzaca do replikacji materialu genetycznego 1 podziatu
na dwie komorki potomne. Poprawna propagacja cyklu komoérkowego wymaga
wlasciwego zajscia wielu zlozonych proceséw, od przekazywania sygnatow,
ubikwitynacji, fosforylacji 1 defosforylacji, degradacji biatek, po reorganizacje
cytoszkieletu (szczegolnie aktyny 1 tubuliny). Cykl komoérkowy ztozony jest z czterech
faz: G1, S, G2 oraz M, ktorych przebieg jest $cisSle regulowany przez zlozone
mechanizmy w ktore zaangazowany jest szereg bialek, w tym cykliny 1 kinazy
cyklinozalezne (CDK) oraz czynniki wzrostu [6]. Stres oksydacyjny powoduje
zahamowanie cyklu w fazach G1, S i/lub G2, ktére moze by¢ przejSciowe lub trwate
i prowadzi¢ do apoptozy lub nekrozy [3]. Inhibicj¢ cyklu w fazie G1, wywolang
nadtlenkiem wodoru, mozna zaobserwowa¢ w komorkach fibroblastow ludzkich
NHDF w ktérych proces jest nieodwracalny, co prowadzi do apoptozy (gtownie
komorek znajdujacych si¢ w fazie S) lub zahamowania wzrostu (komorki bedace
w fazach G1 1 G2/M w momencie ekspozycji) [4]. Z kolei w fibroblastach mysich linii
NIH 3T3, zahamowanie cyklu jest tymczasowe 1 obeymuje fazy G1, G2 1 S, ale nie M
[2]. Indukowane reaktywnymi formami tlenu zahamowanie cyklu w fazie G2/M
zostato opisane w komorkach linii H1299 (ludzki niedrobnokomoérkowy nowotwoér
phuc, z nieaktywnym genem p53) [5], HaCaT (unie$miertelnione keratynocyty) [10],
A549 (komorki nabtonka ptucnego) [11].

Ubikwitynozalezna degradacja cyklin jest istotnym elementem regulujacym
przebieg cyklu komorkowego. Udowodniono, ze reaktywne formy tlenu moga
wptywaé¢ na ten mechanizm: w komorkach soczewki oraz siatkéwki bydlecej
eksponowanej na nadtlenek wodoru zaobserwowano szybki i zalezny od dawki spadek
ubikwitynowanych bialek oraz aktywno$ci enzymu aktywujacego ubikwityne (E1)
1 enzym transferujacy aktywng ubikwityne (E2) [7]. Stres oksydacyjny spowodowany
H,0, moze powodowa¢ przedtuzenie ekspresji cykliny D (D1 1 D2) wlasnie poprzez
hamowanie procesu ubikwitynacji 1 aktywnos$ci proteasomow [9]. Innym
mechanizmem oddziatywania ROS na cykl komorkowy jest interakcja z elementami
cytoszkieletu — gtownie aktyng. Posrednio, poprzez aktywacje receptorow czynnikoOw
wzrostu lub bezposrednio, przez tiolowanie aktyny. Nadtlenek wodoru moze
zatrzymywac¢ reorganizacj¢ cytoszkieletu w fazie M [9]. Zlozona sie¢ reakcji
1 czynnikow regulujacych cykl komoérkowy sprawia, ze wpltyw reaktywnych form
tlenu jest trudny do przewidzenia 1 zalezy w duzym stopniu od miejsca produkcji ROS
oraz ich typu [3].
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2. Materialy i metody

Eksperymenty prowadzono na ludzkich komorkach nowotworu okreznicy linii
HCT116 (human colon carcinoma), hodowanych in vitro w medium DMEM z 10%
surowica FBS (PAA), w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2, wilgotno$¢
80%). Komorki napromieniano dawka 4Gy 1 12Gy przy uzyciu irradiatora
terapeutycznego Clinac 600 znajdujacego si¢ w instytucie Onkologii w Gliwicach.
Oznaczenia cytometryczne dla nietraktowanej populacji kontrolnej oraz komorek
napromienionych, wykonywano w nastepujacych punktach czasowych: 1, 3, 6, 8 12 1
24 godziny po napromienieniu.

2.1. Cykl komorkowy

Badanie cyklu komorkowego prowadzono poprzez znakowanie jodkiem
propidyny (Sigma) DNA genomowego komorek utrwalonych 70% alkoholem
etylowym, po wczesniejszym wytrawieniu RNA enzymem RNAza (Sigma). Jodek
propidyny, wnikajagc do utrwalonych komorek, interkaluje z DNA pozwalajac na
odroznienie komorek diploidalnych (faza GO 1 G1), komoérek z podwojonym
materiatem genetycznym (faza G2/M) oraz komorek w fazie syntezy DNA (S).
Dodatkowo, mozliwe jest wyznaczenie subpopulacji komoérek apoptotycznych (faza
subG1).

Analiz¢ wyznakowanych komorek prowadzono przy wuzyciu -cytofluorymetru
przeptywowego FACSAriaTM III (Becton Dickinson) dla 10 000 komorek z kazdej
probki.

2.2.Poziom reaktywnych form tlenu

Poziom catkowity reaktywnych form tlenu oznaczano poprzez znakowanie
dwuoctanem 2’7’-dichlorofluoresceiny (DHCF-DA; SIGMA). DCFH-DA dyfunduje
przez blony komorkowe, a nastgpnie zostaje roztozony do DCFH przez
wewnatrzkomorkowe esterazy 1 utleniony przez reaktywne formy tlenu
do fluorescencyjnego produktu jedynie w zywych komorkach.

Poziom reaktywnych form tlenu zwigzanych z DNA oznaczono przy uzyciu
barwnika CellROX Green (Life Technologies). CellROX Green jest barwnikiem
dodatkowo wigzacym si¢ z dsDNA, przez co mozliwy jest pomiar reaktywnych form
tlenu powigzanych z kwasami nukleinowymi w zywych komoérkach. Analize
wyznakowanych komérek prowadzono przy uzyciu cytofluorymetru przeptywowego
dla 10 000 komorek.

2.3. Apoptoza i nekroza

Ilosciowe oznaczenie poziomu komoérek apoptotycznych wykonane zostato
z wykorzystaniem aneksyny-V sprz¢zonej z fluorochromem FITC (FITC Annexin V,
BioLegend) i jodku propidyny (Sigma). Test ten opiera si¢ na zdolnosci aneksynyV do
wigzania si¢ z fosfatydyloseryng, ktora w komorkach apoptotycznych eksponowana
jest na zewnatrz komorki. Jodek propidyny, wnikajac do komorek z nieciagta blong
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komoérkowa, dodatkowo wskazuje frakcje komorek nekrotycznych lub w pdznej fazie
apoptozy. Analize¢ wyznakowanych komoérek prowadzono przy uzyciu
cytofluorymetru przeptywowego dla 10 000 komorek.

3. Wyniki
3.1. Cykl komérkowy

Wyniki analizy cyklu komérkowego, dla komérek nowotworu jelita grubego linii
HCT116, zar6wno kontrolnych oraz eksponowanych na r6zne dawki promieniowania
jonizujacego, zestawiono na wykresie (rys. 1; a-c). Liczbe komoérek znajdujacych sie
w poszczegodlnych fazach (subGl, GO/G1, S, G2/M) cyklu wyrazono jako procentowy
udzial w populacji.

Ekspozycja komoérek na promieniowanie jonizujace w dawce 4Gy (rys. 1. b) powoduje
zahamowanie cyklu w fazie G2/M - zaobserwowano wzrost procentowego udziatu (do
35%) komorek znajdujacych sie¢ w tej fazie. Najwigksze zahamowanie ma miejsce
dwanascie godzin po napromienieniu. W 6smej godzinie od napromienienia wzrasta
rowniez liczba komorek w fazie S - jest ich dwa razy wigcej niz w populacji komorek
kontrolnych. Towarzyszy temu spadek komoérek w fazie GO/G1.

Wigksza dawka promieniowania, 12Gy (rys. 1; c¢), powoduje réwniez zahamowanie
cyklu w fazie G2, z maksimum przypadajacym na dwunastg godzin¢ po ekspozycji.
Udziat komoérek w fazie G2/M wzrasta do 42% przy wyraznym spadku liczebno$ci
komorek w fazach GO/G1 (29,5% w dwunastej godzinie). Zaobserwowano réwniez
wzrost liczby komorek w fazie S, w 6smej 1 dwunastej godzinie w pordwnaniu
do nietraktowanej promieniowaniem jonizujgcym kontroli.

3.2. Reaktywne formy tlenu

Poziom reaktywnych form tlenu zwigzanych z DNA oraz poziom catkowity
w komorkach kontrolnych, nieeksponowanych na promieniowanie oscyluje w czasie —
maksima przypadaja na szosta 1 dwudziesta czwartg godzing od zmiany medium
(rys 2; a).
Indukowany promieniowaniem jonizujagcym wzrost poziomu reaktywnych form tlenu
zwigzanych z DNA (rys.2. b i ¢) zaobserwowano trzy godziny po ekspozycji
na promieniowanie (4Gy 1 12Gy). Dawka 12Gy powoduje dodatkowo duzy wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu zwigzanych z DNA, w dwunastej godzinie po
napromienieniu — ich poziom jest dwukrotnie wyzszy w porownaniu do kontroli.

Catkowity poziom wolnych rodnikow (rys 2; d-f) w komoérkach napromienio-
nych jest nizszy niz w komorkach kontrolnych. Jedynie w ésmej godzinie po
napromienieniu 12Gy zaobserwowano niewielki wzrost wzgledem kontroli (15%).

3.3. Apoptoza
Badanie apoptozy i nekrozy (rys. 3; a-c) wykazato, ze promieniowanie jonizujace

w dawce 4Gy powoduje wzrost liczby komorek apoptotycznych w trzeciej, szostej
1 dwunastej godzinie, natomiast wicksza dawka (12Gy) - w pierwszej i trzeciej.
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Rys. 1. Analiza cyklu komérkowego — komdrki HCT116 kontrolne (a) i
napromienione 4Gy (b), 12 Gy (c)

4. Dyskusja i wnioski

W  komorkach nowotworu jelita grubego HCTI116 wtérng produkcje
reaktywnych form tlenu indukowang promieniowaniem zaobserwowano analizujac
formy zwigzane z DNA, zatem gléwnie w jadrze i mitochondriach. Wtérnej indukcji
wolnych rodnikow, mierzac ich calkowity poziom za pomocag fluoresceiny,
w napromieniowanych komorkach nie zaobserwowano. Najwiekszy wzrost poziomu
reaktywnych form tlenu (w porownaniu do kontroli) zaobserwowano jedynie
w komorkach napromienionych 12Gy, w dwunastej godzinie od ekspozycji. W tym
samym punkcie czasowym przypada maksimum zahamowania cyklu komérkowego
w fazie G2/M spowodowane promieniowaniem. Mniejsza dawka promieniowania
réwniez powoduje zahamowanie cyklu, z maksimum w dwunastej godzinie, jednak nie
zaobserwowano zmian w poziomie ROS w tym punkcie czasowym. Z kolei zmiany
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w poziomie ROS, zasocjowanych z DNA, w trzeciej godzinie od napromienienia
(zaréwno 4 jak 1 12Gy) nie korelujg ze zmianami w cyklu.

Reaktywne formytlenu zwigzane z DNA Catkowity poziom reaktywnych form
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Rys. 2. Poziom reaktywnych form tlenu zwigzanych z DNA (a-c) oraz catkowity (d-f)
w komoérkach HCT116

Promieniowanie jonizujace powoduje wzrost liczby komorek apoptotycznych
w roznych punktach czasowych. Wzrost liczby komoérek apoptotycznych w trzeciej
godzinie od napromienienia 4Gy 1 12Gy pokrywa si¢ ze wzrostem poziomu
reaktywnych form tlenu wykrywanych w jadrze i mitochondriach. Jednak poréwnanie
poziomu ROS zwigzanych w DNA 1 liczbe komoérek apoptotycznych w dwunastej
godzinie (w komodrkach napromienionych 4Gy wzrost liczby komorek
apoptotycznych, poziom ROS niezmieniony wzgledem kontroli, w komdrkach
napromienionych 12Gy spadek liczby komorek apoptotycznych i1 wzrost poziomu
ROS zwigzanych z DNA) mozna wnioskowa¢, ze produkcja reaktywnych form tlenu
nie jest bezposrednio powigzana z apoptoza.
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Rys. 3. Udziat komorek prawidtowych, apoptotycznych i nekrotycznych w populacji

Obnizenie catkowitego poziomu reaktywnych form tlenu w komorkach HCT116
eksponowanych na relatywnie wysokie dawki promieniowania jonizujacego,
w porownaniu do komorek kontrolnych, przy jednoczesnym zahamowaniu cyklu oraz
wzroscie liczby komorek apoptotycznych, tylko w niektérych punktach czasowych,
sugeruje na brak bezposrednich korelacji pomiedzy produkowanymi wolnymi
rodnikami a cyklem komoérkowym i indukowang apoptoza. Wydaje si¢ zatem, ze
w komorkach nowotworowych linii HCT 116 istnieja wydajne systemy
antyoksydacyjne, ktére sprawnie redukuja wygenerowane promieniowaniem
jonizujagcym pule wolnych rodnikow. Efekty pro-apoptotyczne sg zatem wynikiem
zahamowania cyklu komoérkowego na skutek powstatych uszkodzen w komorkach po
ekspozycji na promieniowanie jonizujacego w wysokich dawkach (> 4Gy).
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