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Préba okreslenia mechanizmu agregacji spektryny oraz fizjologicznej roli tego zjawiska

Streszczenie

Podczas badan prowadzonych na komodrkach nowotworowych zaobserwowano
agregacje spektryny zwigzang z wczesng apoptoza indukowang za pomocg mieszaniny
chemioterapeutykéw. Wykryto rowniez obecno$¢ kinazy biatkowej PKCO w powstatych
apoptotycznych agregatach, a inhibicja PKCO przy uzyciu pseudosubstratu spowodowata
przyspieszenie tworzenia si¢ agregatow spektrynowych. Poniewaz agregacje spektryny
zaobserwowano we wczesnych stadiach apoptozy, wydaje si¢, ze sygnat do ich tworzenia
wysylany jest krotko po jej zainicjowaniu. Mechanizm molekularny lezacy u podstaw tego
zjawiska pozostaje niepoznany, zatem w niniejszej pracy podjeto probe jego okreslenia.

Do$wiadczenia prowadzono na limfoidalnej linii biataczkowej, Jurkat T, a agregacje
spektryny obserwowano poprzez iloSciowa analize frakcji biatek nierozpuszczalnych w
zimnym roztworze Tritonu X-100 lub poprzez obserwacje technika immunofluorescenciji.
Pierwszym etapem pracy bylo ustalenie zaleznosci agregacji spektryny od drogi indukcji
apoptozy. W tym celu apoptoze aktywowano przy uzyciu dwoéch induktoréw: biatka TRAIL
(aktywacja szlaku receptorowego) oraz nadtlenku wodoru (aktywacja szlaku
mitochondrialnego), a po indukcji obserwowano dynamike tworzenia si¢ agregatow
spektrynowych. Stwierdzono, ze agregacja spektryny nastepuje po indukcji apoptozy zar6wno
szlakiem receptorowym jak i szlakiem mitochondrialnym, jednakze nieznacznie szybciej w
przypadku zastosowania TRAIL. Podobnie jak w przypadku uzycia chemioterapeutykow
kinaza biatkowa PKCB8 lokalizuje si¢ w agregatach spektrynowych po indukcji apoptozy przy
uzyciu TRAIL.

Poniewaz agregaty spektrynowe tworzg si¢ po aktywacji receptora TRAIL-R, ale
przed aktywacja kaspazy 8, stad postanowiono sprawdzi¢ przedziat czasowy pomig¢dzy tymi
dwoma stadiami, w ktérym moze mie¢ miejsce inicjacja agregacji spektryny. W tym celu
wyprowadzono stabilng lini¢ z obnizong ekspresja genu kodujacego biatko FADD (FADD-
KnD). W komérkach FADD-KnD poziom biatka FADD zostal obnizony o ponad 50%.
Komorki te okazaty si¢ mniej wrazliwe na apoptoze¢ indukowang przy uzyciu TRAIL w
porownaniu z komdrkami linii wyjSciowej, a obnizona ekspresja FADD skutkuje op6Zznieniem
agregacji spektryny w warunkach indukcji apoptozy. Ponadto, w komoérkach stabilnej linii
Jurkat T FADD-KnD kinaza bialkkowa PKCO lokalizuje si¢ glownie w obrgbie blony



komorkowe] w pordwnaniu z cytosolowg lokalizacja w nieapoptotycznych komorkach linii
wyjsciowej, co moze sugerowac, ze szlak sygnalny TRAIL-FADD moze by¢ zwigzany z
procesem tworzenia si¢ agregatow spektrynowych.

Na podstawie opublikowanych wczesniej badan oraz wynikoOw przytoczonych
powyzej postanowiono doktadniej zbada¢ relacj¢ miedzy kinazg PKCO, a agregacija
spektryny. Wykazano, ze sama obecno$¢ kinazy PKCO we frakcji membranowej nie jest
czynnikiem indukujagcym tworzenie agregatow spektrynowych. Dlatego wyprowadzono
stabilng lini¢ 0 obnizonym poziomie ekspresji genu kodujgcego PKC6O w komorkach (Prkcg-
KnD). Wykazano, ze komorki Jurkat T Prkcg-KnD to komorki, w ktorych po uptywie 4
godzin od zainicjowania apoptozy uzyskano zwigkszony odsetek komoérek eksponujacych PS
w porownaniu z komorkami kontrolnymi. Zaobserwowano rowniez wyzsza aktywnos$é
kaspazy 8 juz po 2 godzinach od zainicjowaniu apoptozy przy uzyciu TRAIL w komdrkach
Jurkat T Prkcg-KnD w poréwnaniu z komérkami kontrolnymi Jurkat T. Co najwazniejsze,
stwierdzono, ze spektryna agreguje znacznie szybciej po indukcji apoptozy za pomoca
TRAIL w komorkach Prkcg-KnD niz w komoérkach kontrolnych. Wykazano réowniez, ze
spektryna w agregatach ulega fosforylacji. Jednakze wspomniana foforylacja nie jest
sygnalem do agregacji, cho¢ nadmiar miejsc fosforylacji spektryny opoznia jej agregacjg.
Mianowicie, po transfekcji komorek Jurkat T konstruktem DNA kodujacym C-koncowy
fragment spektryny (Spc-GFP), oraz po inicjacji apoptozy zaobserwowano, ze spektryna
endogenna agreguje szybciej w poréwnaniu do komodrek kontrolnych. Co wigcej, w
komorkach z nadekspresja C-koncowego fragmentu spektryny zaobserwowaono, ze PKCO
przechodzi pdzniej z cytosolu do btony po aktywacji TRAIL-R.

Z drugiej strony projekt zaktadal analiz¢ wplywu samej spektryny na proces
apoptozy. Do tego celu wykorzystano otrzymana, stabilng lini¢ komorek Jurkat T z obniZzong
ekspresja genu kodujacego spektryng a (Sptanl-KnD). Doswiadczenia wykazaty, ze kaspaza
8 ulega aktywacji wczesniej w komorkach Jurkat T Sptanl-KnD w poréwnaniu z komorkami
kontrolnymi. Ilo$¢ aktywnej formy kaspazy 8 jest wyzsza w komodrkach Sptanl-KnD w
poréwnaniu z kontrolg juz w komorkach nieapoptotycznych. Taka nieaktywna forma kaspazy
8 w komorkach Jurkat T lokalizuje si¢ w strefie blony komorkowej i w cytozolu, natomiast W
komorkach linii Sptanl-KnD gléwnie w obrebie blony. Zaobserwowano, ze prekursor
kaspazy 8 nie jest zwigzany z agregatami spektrynowymi tworzacymi si¢ w podczas wczesnej
apoptozy. Destabilizacja szkieletu aktynowego za pomocg latrunkuliny nie wpltywa na
rozmieszczenie prekursora kaspazy 8. Zjawisko obnizenia poziomu spektryny w komorce

powoduje zwigkszenie ilosci prekursora kaspazy 8 w obszarze blony w towarzystwie



wimentyny 1 biatka 4.1, co moze posrednio przektada¢ si¢ na przyspieszenie procesu
apoptozy w komorkach Sptanl-KnD.

Celem niniejszego projektu byta proba okreslenia mechanizmu agregacji spektryny
majgcej miejsce podczas apoptozy w komodrkach nowotworowych. Podczas serii
eksperymentéw zaobserwowano, iz spektryna agreguje szybciej w komoérkach z obnizonym
poziomem PKCO a pézniej w komorkach z mniejszym poziomem biatka FADD. Wydaje sie,
ze obecnos¢ kinazy biatkowej PKCO w poblizu btony komorkowej dziata jakoby negatywny
regulator agregacji spektryny. Natomiast z drugiej strony, obnizona zawarto$¢ spektryny
moze prowadzi¢ do przyspieszenia apoptozy w komorkach m.in. poprzez zwolnienie miejsca
w obszarze blony dla takich biatek jak, kaspaza 8 czy biatko 4.1. Uzyskane wyniki sugeruja,
ze PKCO odgrywa ochronng funkcje wobec agregacji spektryny, natomiast FADD moze by¢
jej induktorem. Zrozumienie molekularnego mechanizmu(6éw) agregacji spektryny moze

przyczyni¢ si¢ do wyjasnienia roli spektryny we wczesnym stadium apoptozy.



