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Aktywnos¢ chemoprewencyjna flufenazyny i jej analogéw
w hodowlach ludzkich limfocytéw
preinkubowanych z inhibitorem syntetazy ceramidowej

Agata Jaszczyszyn', Kazimierz Gasiorowski', Piotr Swigtek?,
Wiestaw Malinka?, Urszula Kazirod3

Wstep. Ceramid (cer) jest zazwyczaj produkowany na drodze hydrolizy sfingomieliny przez sfingomielinazy (SMase).
Zbadano, ze aktywnos$¢ chemoprewencyjna — propoptotyczna i chemouwrazliwiajagca — piperazynowej pochodnej
fenotiazyny (Pht), flufenazyny (FPh) i jej nowo syntezowanych analogéw — zwigzkéw 1b i 3f — zalezy od stymulacji
lizosomalnej, kwasnej sfingomielinazy (aSMase), niezaleznej od Zn?*, jednego z enzymdw uczestniczacych w powsta-
waniu endogennego cer. Innym waznym szlakiem tworzenia cer w komorce jest synteza de novo z udziatem syntetazy
ceramidowej (CerS). Celem pracy byta ocena aktywnosci chemoprewencyjnej FPh i jej analogéw: zwigzkéw 1b i 3f
po nieodwracalnym zablokowaniu CerS.

Materiat i metody. Aktywnos¢ chemoprewencyjng badanych zwigzkéw (10 pM, 2 godz.) oceniano w hodowlach
limfocytow ludzkich uszkodzonych genotoksycznie przezinkubacje z benzo[alpirenem (+B[a]P; 7,5 uM, 48 godz.) i po
preinkubacji z selektywnym inhibitorem CerS — fumonizyna B, (+FB,; 20 uM, 1,5 godz.). W ocenie efektéw badanych
zwigzkéw zastosowano metody: mikroskopii fluorescencyjnej, spektrofotometrii i spektrofluorymetrii. Istotnos¢
statystyczng uzyskanych rezultatéw sprawdzono za pomoca testu t-Studenta.

Wyniki. W hodowlach limfocytéw w obecnosci inhibitora CerS (+B[a]P; +FB,) inkubacja hodowli zanalogami 1b i 3f
prowadzita do istotnie nizszego (p < 0,05) odsetka komérek w apoptozie i akumulacji rodaminy 123 (Rod-123) w po-
réwnaniu z hodowlg bez inhibitora CerS (+B[alP; -FB,). W przypadku macierzystego zwiazku FPh wptyw na hodowle
limfocytéw nie zalezat od obecnosci inhibitora CersS.

Whioski. Efekty proapoptotyczny i chemouwrazliwiajacy analogéw 1b i 3f sg uwarunkowane aktywacja CerS. Nato-
miast dla macierzystej FPh wykazano, ze jej aktywno$¢ chemoprewencyjna nie zalezy od stymulacji szlaku syntezy
de novo cer z udziatem CersS.

Chemopreventive activity of fluphenazine and its analogues in human lymphocyte cultures
preincubated with ceramide synthase inhibitor

Introduction. The ceramide (cer) is generated mainly via hydrolysis of sphingomyelin by sphingomeylinase (SMase).
It was previously documented that chemopreventive activity — proapoptotic and chemosensitizng of piperazine
phenothiazine derivative, fluphenazine (FPh) and its newly synthesized analogues, 1b and 3f compounds, depends
on the activity of lysosomal acidic sphingomyelinase (aSMase), Zn?*-independent, one of the enzymes participating
in intracellular ceramide generation. Another important pathway of intracellular formation of ceramide is de novo
synthesis with participation of ceramide synthase (CerS). The aim of this research is to assess the chemopreventive
activity of FPh and 1b and 3f compounds after irreversible CerS blockade.
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Material and methods. Chemopreventive activity of the tested compounds (10 uM, 2 h) was evaluated in hu-
man lymphocyte cultures, genotoxically damaged by benzo[alpyrene (+B[alP; 7,5 uM, 48 h) and preincubated with
a selective inhibitor CerS — fumonisin B, (+FB,; 20 uM, 1,5 h) and inspected with fluorescence microscopy, as well
as with spectrophotometric and spectrofluorimetric methods. Student’s t-test was used for testing the statistical
significance of the results.

Results. It was established that in the presence of the CerS inhibitor (+B[a]P; +FB,) the effects of 1b and 3f analogues
on apoptotic cell frequency in lymphocyte cultures and on accumulation of rhodamine 123 (Rod-123), were signifi-
cantly (p < 0.05) decreased when compared to the cultures carried out in the absence of the CerS inhibitor (+B[a]lP;
-FB,). Whereas in the case of the parent compound: the FPh, the presence of the inhibitor did not influence on FPh
chemopreventive activity.

Conclusions. The proapoptotic and chemosensitizing effects of 1b and 3f compounds were determined in major
part by CerS activation. Also the chemopreventive activity of the parent compound: the FPh, was independent of

the cer de novo synthesis pathway conducted by CerS.

Stowa kluczowe: apoptoza, ceramid, flufenazyna i jej analogi, glikoproteina P, syntetaza ceramidowa
Key words: apoptosis, ceramide, fluphenazine and its analogues, P-glycoprotein, synthase ceramide
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Wstep

W zwiazku z systematycznie rosnacg liczba przypad-
kéw nowotwordw u ludzi pilng potrzeba jest opracowanie
strategii obnizenia wspotczynnika zapadalnosci na chorobe
nowotworowa i opracowania zasad poprawy efektywnosci
leczenia farmakologicznego réznego typu nowotworéw
[1-4].

Od lat 40. ubiegtego wieku chemioterapia stanowi pod-
stawowa metode leczenia wiekszosci nowotworéw [1]. Far-
makoterapia cytostatyczna zazwyczaj wigze sie z ryzykiem
wystapienia u pacjentéw wielu dziatan ubocznych, m.in.:
efektu kardio-, mielo- i neurotoksycznego, zaburzen ze
strony przewodu pokarmowego, ptuc, watroby, nerek itp.,
ktore za wzgledu na czas ich pojawienia sie podzielono na
powiktania natychmiastowe, wczesne, opdznione i pdzne
[4-7]. Ponadto kazda terapia lekami cytostatycznymi moze
by¢ potencjalnie wtérnie karcenogenna [7, 8]. Istotnym
ograniczeniem skutecznosci chemioterapii jest takze wie-
lolekowa opornos¢ (MDR — multidrug resistance) komorek
nowotworowych na cytostatyki [9]. Wykazano, ze zasadnicza
role windukowaniu zjawiska MDR odgrywa glikoproteina P
(P-gp — P-glycoprotein) — btonowe biatko transportujace
z nadrodziny ABC (ATP-binding cassette). Obecnie wiado-
mo, ze P-gp, posiadajaca aktywnos¢ ATP-azowa, obniza
wewnatrzkomodrkowe gromadzenie lekéw cytostatycznych,
bedacych substratami dla tego biatka-transportera w ko-
mérkach nieprawidtowych — nowotworowych i/lub uszko-
dzonych genotoksycznie [1,9-11].

W celu przeciwdziatania rozwojowi nowotworéw,
zmniejszenia skutkéw niepozadanych zwigzanych z po-
dawaniem cytostatykow i poprawy ostatecznych efektow
chemioterapii stworzono strategie postepowania chemo-
prewencyjnego [12]. Aktualnie chemoprewencja nowo-

tworéw stafa sie elementem modelu terapii polecanego
w onkologii, ztozonego z wielu podstawowych zasad wspot-
czesnego leczenia nowotwordéw, zwanego catkowita opieka
(total care) [4].

Wedtug kluczowych zatozen sformutowanych przez
Michaela Sporna w 1976 r., w chemoprewencji nowotwo-
réw, tzw. chemoprewencji wczesnej (pierwotnej), powinny
znalez¢ zastosowanie naturalne lub syntetyczne substancje
chemiczne zapobiegajace, spowalniajace, a nawet odwraca-
jace progresje zmian nowotworowych w kazdym stadium
ichzaawansowania [13, 14]. P6zniejsze modyfikacje definicji
rozszerzyty pojecie chemoprewencji o koncepcje chemopre-
wencji péznej (wtdrnej), ktéra ma polegac na zwiekszeniu
wrazliwosci komérek nowotworowych i/lub uszkodzonych
genotoksycznie na cytostatyki [14]. Naturalne lub synte-
tyczne zwiazki chemiczne o potencjalnym wykorzystaniu
w chemoprewencji p6éznej charakteryzuja sie zdolnoscia
do nasilania odpowiedzi komérek nieprawidtowych na leki
cytostatyczne, i nazwano je zwigzkami chemouwrazliwia-
jacymi (chemosensytyzujacymi) [15]. Zasugerowano, ze
optymalne leki chemoprewencyjne/przeciwnowotorowe,
stosowane razem z cytostatykami w terapii adiuwantowej
nowotwordw, powinny by¢ inhibitorami funkgji transporto-
wej P-gp, selektywnie wzbudza¢ apoptoze oraz zwigkszac
endogennga pule proapoptotycznego ceramidu (cer) w ko-
morkach nowotworowych i/lub uszkodzonych genotok-
sycznie [16-18].

Z danych z pismiennictwa wynika, ze kryteria dobrych
preparatéw chemoprewencyjnych spetniajg pochodne
fenotiazyny, dotad stosowane w farmakologii jako leki
neuroleptyczne; w tej grupie sg piperazynowe, typowe fe-
notiazyny — flufenazyna (FPh) i jej nowo syntezowane ana-
logi, zwigzki 1b i 3f [19-21]. Wyniki wczesniejszych badan
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Rycina 1. Podstawowe szlaki tworzenia endogennego ceramidu.
SMase — sfingomielinaza; CerS — syntetaza ceramidowa;
SPT — transferaza seryna — palmitoilo-CoA

wiasnych w hodowlach limfocytéw ludzkich uszkodzonych
genotoksycznie przez wzorcowy premutagen — benzola]
piren (B[a]P) — pokazaty, ze FPh i jej analogi: 1b i 3f sg
inhibitorami funkcji transportowej P-gp, a ich efekty: pro-
apoptotyczny i chemouwrazliwiajacy w wiekszym stopniu
zaleza od aktywacji lizosomalnej sfingomielinazy kwasnej
(aSMase), niezaleznej od Zn?*, niz btonowej sfingomieli-
nazy obojetnej (nSMase), zaleznej od Mg?* — gtéwnych
enzymow uczestniczacych w powstawaniu wewnatrzko-
mérkowego cer [22-25].

Stwierdzono, ze wiekszo$¢ proapoptotycznego cerami-
du (cer) jest generowana w komérce w nastepstwie hydroli-
zy sfingomieliny przez nSMase, zalezng od Mg*?, i aSMase,
niezalezng od Zn*2. Innym waznym szlakiem tworzenia
endogennego cer uznano takze synteze de novo z udzia-
fem transferazy seryna — plamitoilo-CoA (SPT) i syntetazy
ceramidowej (CerS) [25-27].

Gtéwne szlaki powstawania cer w komérce pokazano
narycinie 1.

Cel pracy

Celem pracy byta ocena aktywnosci chemoprewencyj-
nej — proapoptotycznej i chemouwrazliwiajgcej — FPh
i jej analogéw: zwigzkéw 1b i 3f po nieodwracalnym zablo-
kowaniu CersS.

Materiat i metody
Odczynniki chemiczne

SIGMA-ALDRICH (St. Louis, MO, USA): Apo AF/PI Apopto-
sis Detection Kit, Caspase 3 Assay Kit, Colorimetric, fumoni-
zynaB, (FB,), rodamina 123 (Rod-123); GIBCO (Gaithesburg,
MD, USA): Fitohemaglutynina typu M (PHA-M), Plyn Eagle’a
(MEM), Surowica cieleca ptodowa (FCS); Bio-Red Medi-
cal Diagnostics (Dreieich, Germany): Lymphoflot; SERVA
(Heidelberg, Niemcy): Btekit trypanu; PAM,AQUA-MEDICA”
(L6dz, Polska): Odczynnik Turka; Fluka (Buchs, Szwajcaria):

Benzolalpiren (B[alP); IliTD (Wroctaw, Polska): PBS zbuforo-
wany roztwoér soli fizjologicznej; Polfa (Jelenia Gora, Polska):
Dichlorowodorek flufenazyny (FPh).

Budowe chemiczng FPh i jej analogéw 1b i 3f, jak row-
niez ich podstawowe parametry fizykochemiczne — mase
czasteczkowa (M. cz.) i wspotczynnik podziatu olej: woda
(wspotczynnik lipofilnosci, LogP) zawarto w tabeli I.

Informacje o syntezie chemicznejanalogéw FPh mozna
uzyskac na zyczenie (wieslaw.malinka@umed.wroc.pl).

Preparatyka limfocytow z krwi Zylnej

Krew zylna (20 ml) pobierano od zdrowych, niepalacych
ochotnikéw ptci meskiej w wieku 20-26 lat na antykoagu-
lant— 10 9% r-r EDTA. Limfocyty izolowano technika wirowa-
nia w gradiencie gestosci — Lymphoflot (Bio-Red Medical
Diagnostics; Dreieich, Germany) przez 20 min [28]. Uzyska-
ne limfocyty, po oddzieleniu osocza, erytrocytéw i innych
komorek jednojadrzastych, ptukano czterokrotnie w MEM,
anastepnie zawieszano w kompletnym srodowisku hodow-
lanym — MEMkomp, o skfadzie: MEM, 10% FCS, gentamycyna
(25 pg/ml) i PHA-M (2% v/v). Liczebno$¢ wyizolowanych
komorek modelowych oceniano na siatce hematologicznej
Birkera za pomoca odczynnika Tiirka, uzytego w stosun-
ku 1:10. Natomiast zywotnos$¢ limfocytow okreslano po
ich wybarwieniu 0,4% roztworem bfekitu trypanu w PBS
w stosunku 1:1. Na wykonanie badan wtasnych otrzymano
zgode Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym
we Wroctawiu (Nr KB-461/2008).

Hodowle limfocytow

Wyizolowane limfocyty, umieszczone w MEMkomp i po-
dzielone na préby, inkubowano w temperaturze 37°C, w at-
mosferze 5% CO, o 100% wilgotnosci przez 2 dni (48 godz.)
z B[a]P (+B[a]P; 7,5 uM). Pod koniec hodowli do komoérek
modelowych dodawano selektywny, nieodwracalny inhibi-
tor CerS—FB1 (+FB1; 20 uM, 1,5 godz. 37°C), a nastepnie, po
wymianie supernatantu, wodne roztwory badanych zwiaz-
kéw (10 uM, 2 godz., 37°C). Stezenia i czasy inkubacji limfocy-
téw ze zwigzkami chemicznymi uzytymi w obserwacjach in
vitro ustalono eksperymentalnie. W wykonanych badaniach
kontrole stanowity hodowle limfocytéw uszkodzone przez
B[a]P, prowadzone w obecnosci FB1 (+B[a]P; +FB1) lub bez
FB1 (+B[a]P; -FB1) i zawsze bez testowanych Pht. Wszystkie
doswiadczenia in vitro powtérzono pieciokrotnie (n = 5).

Test identyfikacji apoptozy — mikroskopia
fluorescencyjna

Do oceny wizualnej limfocytéw z cechami apoptozy
w badanych hodowlach komérkowych zastosowano tech-
nike z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego i zestawu
Apo AF/PI Apoptosis Detection Kit (SIGMA-ALDRICH; St.
Louis, MO, USA), szczegbétowo opisang w pismiennictwie
[19]. Po analizie przygotowanych preparatéw naszkietko-



Tabela I. Charakterystyka chemiczna FPh i jej analogow

Badane zwiazki M. cz. LogP
FPh 5104 3,42
L
N CF,
\ 2 HCI
N/\
N
K/ ~"oH
Analog 1b 368,93 2,78
L
N CF,
OH HCI
OH
’\;\/
OH
Analog 3f 581,56 3,63
L
N CF, 2 HCl
KEOH
N/ﬁ Q CH,
K/N\)LH)\CHS

wych (komérki zywe — bezbarwne; komoérki w apoptozie
— zielone lub zielone z pomaranczowa obwdédka; komorki
martwe — pomaranczowe) i oszacowaniu odsetka komo-
rek apoptotycznych w poszczegdlnych prébach obliczono

wspotczynniki apoptozy (W___) wg wzoru:

apo
% komorek w apoptozie w hodowlach +B[alP; +FB,
z badanymi zwigzkami/% komérek w apoptozie
w kontroli +B[a ]P; +FB,
W, =

apo

% komérek w apoptozie w hodowlach +B[a]P;
-FB, z badanymi zwiazkami/% komorek w apoptozie w kontroli
+B[alP; -FB,

Test oceny aktywnosci kaspazy-3 — metoda
kolorymetryczna

Aktywnos¢ wykonawczej kaspazy-3 (Casp-3) zmierzo-
no technika kolorymetryczng z uzyciem zestawu Caspase
3 Assay Kit, Colorimetric (SIGMA-ALDRICH; St. Louis, MO,
USA), za pomocg aparatu Victor? [19]. Casp-3 hydrolitycznie
rozktada syntetyczny substrat — Ac-DEVD-pNa (acetylo-
-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilina), prowadzac do uwolnie-
nia zo6tto zabarwionej p-nitroaniliny (p-NA), cechujacej
sie wysoka absorbancjg przy dtugosci fali A = 405 nm.
Ustalono eksperymentalnie, ze ilo$¢ uwolnionej p-Na jest

10

wprost proporcjonalna do aktywnosci Casp-3 w badanych
hodowlach.

Wyniki otrzymano w umownych jednostkach absorban-
¢ji (AAU; absorbance arbitrary unit) enzymatycznie uwolnio-
nej p-NA, na podstawie ktérych obliczono wspotczynniki
absorbancji (W, , ;) wg wzoru:

absorbancja p-NA w hodowlach +B[alP; +FB, z badanymi
zwigzkami [AAU]/absorbancja p-NA w kontroli +B[alP; +FB,[AAU]
W

AAU T
absorbancja p-NA w hodowlach +B[a]P; -FB, z badanymi

zwiazkami [AAU)/absorbancja p-NA w kontroli +B[a]P; -FB, [AAU]

Test akumulacji Rod-123 — metoda
spektrofluorymetryczna

Pomiary spektrofluorymetryczne przeprowadzono
za pomocy aparatu Victor?, mierzac gromadzenie Rod-
123 (5 uM, 1 godz., 37°C) w badanych hodowlach limfocy-
tow. Rod-123 jest nietoksycznym dla komorek fluorochro-
wzbudzenia— 485nmi )\emisji
w testach in vitro wykorzystywanych do oceny aktywnosci

memoA =530 nm. Stwierdzono, ze
P-gp, Rod-123 moze zastapi¢ wszystkie substraty tego biatka
transportujgcego [19].

Wyniki otrzymano w umownych jednostkach fluore-
scencji (FAU — fluorescence arbitrary unit) wewnatrzko-



moérkowo zgromadzonej Rod-123, na podstawie ktérych
obliczono wspétczynniki fluorescencji (W, ) wg wzoru:

fluorescencja Rod-123 w hodowlach +B[alP; +FB,
z badanymi zwigzkami [FAU]/fluorescencja
Rod-123 w kontroli +B[alP; +FB,[FAU]

Wepy =
fluorescencja Rod-123 w hodowlach +B[a]P; -FB,
z badanymi zwigzkami [FAU]/fluorescencja
Rod-123 w kontroli +B[a]P; -FB, [FAU]
Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano za pomocga progra-
moéw komputerowych: StatSoft, Inc.(2012 r.) Statistica v.
10.1 oraz Microsoft® Excel 2003. Do oceny danych uzyska-
nych w przeprowadzonych testach in vitro zastosowano
podstawowe statystyki opisowe: srednig arytmetyczna
z uwzglednieniem odchylenia standardowego (X =+ s.d.),
mediane (Med.), rozstep (R = wartos¢ maksymalna — war-
to$¢ minimalna) i wspétczynnik zmiennosci (Y = s.d./ X ).
Istotnos¢ statystyczng réznic miedzy srednimi arytmetycz-
nymi oceniono testem t-Studenta. Za istotne statystycznie
przyjeto p < 0,05. Wyniki analizy statystycznej zaprezento-
wano w tabelach oraz w tresci opracowania.

Wyniki i ich oméwienie

Chemoprewencyjny: proapoptotyczny i chemouwrazli-
wiajacy efekt FPh oraz jej analogéw — 1b i 3f — oceniono
w hodowlach limfocytéw ludzkich w uktadzie modelowym,
rekomendowanym w pismiennictwie do badan aktywnosci
chemoprewencyjnej [19]. Limfocyty inkubowano ze stan-
dardowym premutagenem — B[a]P (7,5 uM, 48 godz., 37°C),
w celuich upodobnienia do komdérek nowotworowych (wy-
wotania uszkodzen genotoksycznych) oraz zwigkszenia eks-
presji P-gp [19]. Do oceny dziatania chemoprewencyjnego
badanych zwigzkéw uzyto trzy testy biologiczne in vitro: 1°
testidentyfikacji apoptozy w mikroskopie fluorescencyjnym,
2° test oceny aktywnosci Casp-3 metoda kolorymetryczng
i 3° test oceny akumulacji Rod-123 metodg spektrofluory-
metryczng [19].

W obserwacjach wiasnych zastosowano mykotoksyne
— FB,. Wykazano, ze FB, jest selektywnym, nieodwracal-
nym inhibitorem CerS i w zaleznosci od stezenia zmniejsza
wewnatrzkomérkowa pule cer [29, 30]. Do badan in vitro
w hodowlach limfocytéw (+B[alP) wybrano FB, w stezeniu
20 uM i, czesto polecany w pismiennictwie, czas inkubacji
komoérek z inhibitorem — 1,5 godz. [dane niepokazanel].
Natomiast FPh oraz analogi 1b i 3f zastosowano w stezeniu
10 uM (2 godz., 37°C), maksymalnym, ktére nie wptywato
cytotoksycznie w przygotowanym uktadzie doswiadczal-
nym i dawato powtarzalne rezultaty w kolejnych ekspery-
mentach [19].

test identyfikacji apoptozy

18
16
1,4
12 a-FB1
> B+FB1

FPh 10 pM analog 1b 10 uM analog 3f 10 uM

badane zwigzki

Rycina 2. Wptyw FPh oraz analogéw 1b i 3f w stezeniu 10 uM

(2 godz,, 37°C) na odsetek komdrek apoptotycznych w hodowlach
limfocytéw uszkodzonych genotoksycznie (+B[a]P; 7,5 uM, 48 godz.,
37°C), niepreinkubowanych z FB, (-FB,) i preinkubowanych z FB,
(+FB1; 20 uM, 1,5 godz., 37°C). Odsetek komérek apoptotycznych

w kazdej badanej probie (E) poréwnano z odsetkiem komorek
apoptotycznych w odpowiednich hodowlach kontrolnych (E )

i wyrazono jako E/E_; n = 5. Na rycinie poziom kontroli wskazano
strzatka. Test identyfikacji apoptozy — metoda fluorescencyjna

Ocena mikroskopowa czestosci apoptozy
w hodowlach limfocytéw uszkodzonych
genotoksycznie po zablokowaniu CerS

Test identyfikacji apoptozy w mikroskopie fluorescen-
cyjnym polega na wizualnej ocenie morfologii komorek po
ich wybarwieniu mieszaning fluorochroméw — aneksyna V-
-FITCijodkiem propydyny. Na preparatach naszkietkowych,
przygotowanych z poszczegélnych préb, zliczano limfocyty
z cechami apoptozy (zabarwione na zielono lub zielono-
-pomaranczowo). Odsetek limfocytéw apoptotycznych
w hodowlach prowadzonych bez FB, (-FB,) lub zFB, (+FB,)
oraz inkubowanych z badanymi zwigzkami (E) odniesiono
do odsetka limfocytéw apoptotycznych w odpowiednich
kontrolach (E ) i przedstawiono jako E/E_ w histogramach
na rycinie 2.

Podstawowe statystyki opisowe wynikéw otrzymanych
w tescie identyfikacji apoptozy metoda fluorescencyjna
zamieszczono w tabeli llA.

Istotnos¢ statystyczng danych otrzymanych w tescie
identyfikacji apoptozy metodg fluorescencyjng wyliczo-
no w tescie-t, a wyniki analizy statystycznej zamieszczono
w tabeli lIB.

Jakwida¢ narycinie 2 i w tabeli llA, w hodowlach limfo-
cytéw uszkodzonych genotoksycznie (+B[a]P) niepreinku-
bowanych z FB, (-FB,) wykazano, ze zaréwno macierzysta
FPh, jak i analogi 1b i 3f prowadzity do wzrostu odsetka ko-
mérek zcechami apoptozy w poréwnaniu z kontrola (+B[alP;
-FB,). Natomiast po dodaniu do medium hodowlanego
FB, (+FB,) odsetek komérek z cechami apoptozy w obec-
nosci badanych analogéw okazat sie nizszy, a w przypadku
FPh — podobny jak w hodowlach bez FB, (+B[alP; -FB,).
Obnizenie czestosci apoptozy pod wptywem analogéw 1b



Tabela IIA. Odsetek komérek modelowych z cechami apoptozy w badanych hodowlach

Test identyfikacji apoptozy

-FB, +FB,
2 £sd.n=5][%] Med. R Y x*s.d.n=5[%) Med. R Y
FPh 10 uM 47,64 £9,49 47,64 21,2 0,199 50,02 £ 8,44 53 19,9 0,169
Analog 1b 10 uM 51,43+4,14 51,43 9,2 0,081 42,26 £7,33 43,1 17 0,173
Analog 3f 10 uM 59,3+7,61 57,9 18 0,128 42,74 £ 9,65 39 25 0,226
Kontrola +B[a]P 45,58 £10,74 45,58 20,7 0,236 43,48 +£13,13 40,9 33 0,302

% s.d. — $rednia arytmetyczna + odchylenie standardowe; Med. — mediana; R — rozstep; Y — wspdtczynnik zmiennosci

Tabela IIB. Test-t w ocenie istotnosci statystycznej wynikdw otrzymanych w tescie identyfikacji apoptozy
1. Ocena istotnosci réznic odsetka komorek modelowych z cechami apoptozy w hodowlach z badanymi zwiagzkami, niepreinkubowanych z FB, (-FB,)
lub preinkubowanych z FB, (+FB,) i w odpowiednich kontrolach

Test-t (p) —FB1 +FB1
Kontrola FPh Analog 1b Analog 3f Kontrola FPh Analog 1b Analog 3f
+B[a]P 10 uM 10 uM 10 uM +B[a]P 10 uM 10 uM 10 uM
- 0,77; NS* 0,2; NS 0,009 - 0,262; NS 0,893;NS 0,865; NS

2. Ocena istotnosci réznic odsetka komorek modelowych z cechami apoptozy w hodowlach bez FB, (-FB,) lub z FB, (+FB,) i z poszczegéInymi
badanymi zwiazkami

Test-t (p)
FPh Analog 1b Analog 3f
10 uM 10 uM 10 uM
8 0,677; NS 0,044 0,045
+FB,

NS — nieistotne statystycznie

i 3f w hodowlach limfocytow (+B[alP) preinkubowanych zin-
hibitorem CerS (+FB,) w odniesieniu do hodowli limfocytéw
(+B[alP) niepreinkubowanych zinhibitorem CerS (-FB,) byto
istotne statystycznie (p < 0,05), co moze sugerowac udziat
szlaku syntezy cer de novo z aktywacjg CerS w dziataniu
proapoptotycznym badanych analogéw (tab. IIB).

test oceny aktywnosci Casp-3

e-FB1
a+FB1

Ocena kolorymetryczna aktywnosci Casp-3

w hodowlach limfocytéw uszkodzonych

genotoksycznie po zablokowaniu CerS
Udowodniono, ze Casp-3 jest gléwna kaspaza wyko-

nawcza wiekszosci szlakéw apoptozy, réwniez apoptozy

indukowanej cer, a wzrost jej aktywnosci uznano za znacznik Rycina 3. Wptyw FPh oraz analogéw 1b i 3f w stezeniu 10 uM
P . _ ~ (2 godz,, 37°C) na aktywnos¢ wykonawczej Casp-3 w hodowlach
postepu smierci apoptotycznej [31-33]. Dlatego w bada limfocytéw uszkodzonych genotoksycznie (+B[alP; 7,5 uM, 48 godz.,

niach wtasnych zmierzono aktywnos¢ Casp-3, réwnolegle 37°C), niepreinkubowanych z FB, (-FB,) i preinkubowanych z FB,

do mikroskopowej oceny czestosci apoptozy w hodowlach (+FB,; 20 uM, 1,5 godz,, 37°C). Aktywnosc Casp-3/absorbancje
uwolnionej p-Na [AAU] w kazdej badanej prébie (E) poréwnano

limfocytow (+B[alP). z aktywnoscia Casp-3/absorbancjg uwolnionej p-Na [AAU]
Aktywnos¢ wykonawczej Casp-3/absorbancje uwolnio- w odpowiednich hodowlach kontrolnych (E,) i wyrazono jako E/E,;

nej p-NA [AAU] w hodowlach limfocytéw prowadzonych bez n = 5. Na rycinie poziom kontroli wskazano strzatka. Test oceny
. . aktywnosci Casp-3 — metoda kolorymetryczna
FB, (-FB,) lub z FB, (+FB,) oraz inkubowanych z badanymi

zwigzkami (E) odniesionodoaktywnosciwykonawczejCasp-3/

T 1

FPh 10 uM analog 1b 10 yM  analog 3f 10 uyM

badane zwiazki

/absorbancji uwolnionej p-NA [AAU] w odpowiednich Podstawowe statystyki opisowe wynikéw otrzymanych
kontrolach (E ) i przedstawiono jako E/E_ w histogramach w tescie oceny aktywnosci Casp-3 metoda kolorymetryczna
na rycinie 3. zamieszczono w tabeli lllA.



Tabela lllA. Aktywno$¢ Casp-3/absorbancja p-NA w badanych hodowlach

Test oceny aktywnosci Casp-3

-FB, +FB,
7 +sd.n=5 Med. R Y 2 tsd.n=5 Med. R Y
[AAU] [AAU]
FPh 10 pM 0,059 £ 0,002 0,059 0,006 0,0404 0,069+0,011 0,069 0,028 0,163
Analog 1b 10 uM 0,057 £0,003 0,057 0,008 0,0541 0,057 £0,01 0,056 0,026 0,18
Analog 3f 10 pM 0,058 + 0,005 0,058 0,012 0,0814 0,056 +0,014 0,05 0,034 0,2563
Kontrola +B[a]P 0,052 £ 0,006 0,05 0,014 0,1121 0,062 £+ 0,009 0,059 0,022 0,1441

AAU — umowne jednostki absorbancji p-NA; ¥ + s.d. — srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe; Med. — mediana; R — rozstep; Y — wspétczynnik zmiennosci

Tabela llIB. Test-t w ocenie istotnosci statystycznej wynikow otrzymanych w tescie oceny aktywnosci Casp-3
1. Ocena istotnosci roznic absorbancji p-NA w hodowlach z badanymi zwigzkami, niepreinkubowanych z FB, (-FB,) lub preinkubowanych z FB, (+FB,)
i w odpowiednich kontrolach

Test-t (p) -FB, +FB,
Kontrola FPh Analog 1b Analog 3f Kontrola FPh Analog 1b Analog 3f
+B[a]P 10 uM 10 uM 10 uM +B[alP 10 uM 10 uM 10 uM
- 0,087; NS 0,184; NS 0,17; NS" - 0,008 0,095;NS 0,152; NS

2. Ocena istotnosci réznic absorbancji p-NA w hodowlach bez FB, (-FB,) lub z FB, (+FB,) i z poszczeg6Inymi badanymi zwiazkami

Test-t (p)
FPh Analog 1b Analog 3f
10 uM 10 uM 10 uM
-FB
! 0,141; NS 0,968; NS 0,828; NS
+FB,

NS — nieistotne statystycznie

Istotnos$¢ statystyczng danych otrzymanych w tescie
oceny aktywnosci Casp-3 metoda kolorymetryczna wyliczo-
no w tescie-t, a wyniki analizy statystycznej zamieszczono
w tabeli llIB.

Jak wida¢ na rycinie 3 oraz z tabeli lllA i z tabeli IlIB,
po nieodwracalnym zablokowaniu CerS inkubacja hodowli
limfocytéw (+B[alP; +FB,) z analogami 1b i 3f prowadzita
do nieistotnego statystycznie (p > 0,05) spadku aktywnosci
Casp-3 w poréwnaniu z kontrolg (+B[alP; +FB,); byta takze
nieistotnie (p > 0,05) nizsza niz w hodowlach (+B[a]P; -FB,).
Otrzymane wyniki wskazujg zatem, ze efekt proapopto-
tyczny analogow 1b i 3f, uwarunkowany aktywacja szlaku
syntezy cer de novo i pobudzeniem CerS, prawdopodobnie
nie zalezy od stymulacji Casp-3. Natomiast w hodowlach
limfocytéw (+B[a]P), po nieodwracalnym zablokowaniu
CerS, w obecnosci FPh stwierdzono znamienny (p < 0,05)
wzrost aktywnosci Casp-3 w stosunku do kontroli (+B[alP;
+FB,). Rezultaty te potwierdzajg dane uzyskane w tescie
identyfikacji apoptozy w mikroskopie fluorescencyjnym
o niezaleznosci efektu proapoptotycznego FPh od szlaku
syntezy cer de novo z udziatem CerS.

Ocena spektrofluorymetryczna akumulacji
Rod-123 w hodowlach limfocytéw uszkodzonych
genotoksycznie po zablokowaniu CerS

Spektrofluorymetryczny test akumulacji Rod-123 stuzy do
oceny czynnosci P-gp i zarazem wtasciwosci chemouwrazli-
wiajacych zwigzkéw o charakterze inhibitoréw tego biatka
transportujacego [19]. Akumulacje Rod-123 [FAU] w hodow-
lach limfocytéw prowadzonych bezFB, (-FB,) lubzFB, (+FB,)
oraz inkubowanych z badanymi zwigzkami (E) odniesiono
do akumulacji Rod-123 [FAU] w odpowiednich kontrolach
(E,) i przedstawiono jako E/E_ w histogramach na rycinie 4.

Podstawowe statystyki opisowe wynikéw otrzymanych
w tescie akumulacji Rod-123 metoda spektrofluorymetrycz-
na zamieszczono w tabeli IVA.

Istotnos$¢ statystyczng danych otrzymanych w tescie
akumulacji Rod-123 metoda spektrofluorymetryczng wy-
liczono w tescie-t, a wyniki analizy statystycznej zamiesz-
czono w tabeli IVB.

Jak widac na rycinie 4 oraz z tabeli IVA i z tabeli IVB, in-
kubacja limfocytow (+B[alP) z FB,, w przypadku analogéw
1b i 3f, prowadzita do istotnego statystycznie (p < 0,05)



test akumulacji Rod-123

a-FB1
a+FB1

0,4
0,2

E/Eo

T 1

analog 1b 10 yM  analog 3f 10 pM

FPh 10 yM

badane zwiazki

Rycina 4. Wptyw FPh oraz analogéw 1b i 3f w stezeniu 10 uM

(2 godz., 37°C) na intensywno$¢ akumulacji Rod-123 w hodowlach
limfocytéw uszkodzonych genotoksycznie (+B[a]P; 7,5 uM, 48 godz.,
37°C), niepreinkubowanych z FB, (-FB,) i preinkubowanych z FB,
(+FB,; 20 uM, 1,5 godz,, 37°C). Intensywnos¢ akumulacji Rod-123
[FAU] w kazdej badanej prébie (E) poréwnano z intensywnoscig
akumulacji Rod-123 [FAU] w odpowiednich hodowlach kontrolnych
(E,) i wyrazono jako E/E_; n = 5. Na rycinie poziom kontroli
wskazano strzatka. Test oceny akumulacji Rod-123 — metoda
spektrofluorymetryczna

spadku gromadzenia Rod-123 w poréwnaniu zhodowlami
prowadzonymi bez FB, i zarazem gromadzenia Rod-123 na
poziomie kontroli (+B[alP; +FB,). Otrzymane rezultaty poka-
zuja, ze obecnos¢ FB, w hodowlach (+B[a]P) zanalogami 1b
i 3f znaczaco zmniejsza akumulacje Rod-123. Sugeruje to, ze

Tabela IVA. Akumulacja Rod-123 w badanych hodowlach

zdolnos¢ badanych analogéw do blokowania funkgji trans-
portowej P-gp moze by¢ uwarunkowana stymulacja CerS.

Natomiast dla macierzystej FPh w hodowlach (+B[a]P)
— po zablokowaniu CerS — stwierdzono znamienny
(p < 0,05) wzrost gromadzenia Rod-123 w poréwnaniu
z kontrolg (+B[a]P; +FB,) i zarazem nieistotny statystycznie
(p > 0,05) wzrost gromadzenia Rod-123 w odniesieniu
do wynikéw otrzymanych w hodowlach komérkowych
(+BlalP) bez FB, (-FB,) (tab. IVB). Uzyskane dane wska-
zujg, ze zablokowanie CerS nasila aktywnos¢ FPh jako
inhibitora P-gp. Niewykluczone zatem jest, ze dezakty-
wacja szlaku de novo tworzenia cer w komoérce posred-
nio zwieksza efekt chemouwrazliwiajacy FPh z udziatem
innych $ciezek powstawania i/lub metabolizmu cer lub
na szlakach niezaleznych od cer.

Poréwnanie aktywnosci chemoprewencyjnej
badanych zwiqzkow

W celu poréwnania dziatania chemoprewencyjnego
— proapoptotycznego i chemouwrazliwiajagcego — FPh
oraz jej analogéw, 1b i 3f, jak rowniez zestawienia danych
dotyczacych wptywu aktywnej CerS na ich efekt biologiczny,
dla kazdego badanego zwigzku obliczono wspétczynniki:
Wapo' WAAU i WFAU'

Wspotczynniki Wapo, W uau i W dla FPh oraz analogéw
1b i 3f zamieszczono w tabeli V.

Test oceny intensywnosci akumulacji Rod-123

8, +FB,
xtsd.n=5 Med. R Y 7tsd.n=5 Med. R Y
[FAU] [FAU]
FPh 10 pM 85+6,26 86 16 0,074 92+12,10 94 29 0,132
Analog 1b 10 uM 98 £13,58 96 29 0,139 73+498 69 10 0,068
Analog 3f 10 uM 101+6,83 98 15 0,068 71+7,77 69 21 0,109
Kontrola +B[a]P 77 £ 4,66 77 13 0,061 75%7,73 76 19 0,103

FAU — umowne jednostki fluorescencji Rod-123;  + s.d. — Srednia arytmetyczna + odchylenie standardowe; Med. — mediana; R — rozstep; Y — wspotczynnik zmiennosci

Tabela IVB. Test-t w ocenie istotnosci statystycznej wynikdw otrzymanych w tescie akumulacji Rod-123
1. Ocena istotnosci réznic akumulacji Rod-123 w hodowlach z badanymi zwiazkami, niepreinkubowanych z FB, (-FB,) lub preinkubowanych z FB,

(+FB,) i w odpowiednich kontrolach

Test-t (p) -FB, +FB,
Kontrola FPh Analog 1b Analog 3f Kontrola FPh Analog 1b Analog 3f
+Bl[a]P 10 uM 10 uM 10 uM +B[alP 10 uM 10 uM 10 uM
- 0,081; NS 0,032 0,006 - 0,028 0,663;NS 0,471; NS

2. Ocena istotnosci réznic akumulacji Rod-123 w hodowlach bez FB, (-FB,) lub zFB, (+FB,) i z poszczegdlnymi badanymi zwiazkami

Test-t (p)
FPh Analog 1b Analog 3f
10 uM 10 uM 10 uM
-FB
! 0,103; NS 0,029 0,005
+FB,

‘NS — nieistotne statystycznie



Tabela V. Wspotczynniki W00 Wany T Weay dla badanych zwiazkéw

AAU

Badane zwiazki

FPh Analog 1b Analog 3f
10 M 10 M 10 M
W, ;NS 0,9041 0,7625
Wony 0,9737;NS 0,8323; NS 0,8063; NS
Wepy 1,1217;NS 0,7737 0,7299

NS — nieistotne statystycznie

Z tabeliV wida¢, ze aktywnos$¢ chemoprewencyjna ana-
logéw 1bi 3f wymaga aktywnej CerS. Natomiast dla FPh nie
wykazano zaleznosci jej efektu chemoprewencyjnego od
obecnosci CerS. Ponadto tabelaV pokazuje, ze w przypadku
wszystkich badanych zwiazkéw aktywnos¢ wykonawczej
Casp-3 w hodowlach limfocytéw (+B[a]P) z zablokowana
CerS (+FB,) byta poréwnywalna do aktywnosci Casp-3 w ho-
dowlach limfocytéw (+B[a]P) bez FB, (-FB,).

Podsumowanie

Na podstawie wynikéw badan wtasnych oceniono udziat
CerS, jednego z gtéwnych enzymow szlaku syntezy cer de novo,
w efektach proapoptotycznym i chemouwrazliwiajgcym FPh
oraz jej analogéw: zwiazkéw 1b i 3f w hodowlach limfocytow
uszkodzonych przez B[a]P. Nalezy kontynuowac badania in vitro
zwykorzystaniem inhibitoréw takze innych enzyméw uczest-
niczacych w syntezie cer de novo, np. myriocyny (inhibitor SPT),
aby doktadnie pozna¢ mechanizm dziatania chemoprewencyj-
nego/przeciwnowotworowego badanych analogéw FPh oraz
okresli¢ ich wplyw na gospodarke sfingolipidowa komdrek
uszkodzonych genotoksycznie [34, 35].

Whioski

1. Efekty: proapoptotyczny i chemouwrazliwiajacy nowo
syntezowanych analogoéw flufenazyny — zwigzkéw 1b
i 3f s3 uwarunkowane aktywacja CersS.

2. Dziatanie proapoptotyczne analogéw 1b i 3f zalezne
od CerS nie wymaga aktywacji wykonawczej Casp-3.

3. Dla macierzystej FPh wykazano, ze jej aktywnos¢ che-
moprewencyjna nie zalezy od stymulacji szlaku syntezy
de novo cer z udziatem CerS.
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