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Onkonaza (ONC) jest biatkiem nalezgcym do rodziny rybo-
nukleaz trzustkowych otrzymanym po raz pierwszy z jaj
i zarodkdéw zaby Rana pipiens [1, 2]. Jej dzialanie biologicz-
ne, a szczegdlnie przeciwnowotworowe, jest SciSle zwigzane
z aktywnoS$cig enzymatyczng czasteczki. Odgrywa ona istotng
role jako mediator reakcji wewnatrzkomérkowych, moze two-
rzy¢ aktywne biologicznie dimery, zdolne do degradacji
dsRNA. Uszkodzenie RNA zapoczatkowuje lancuch zmian
molekularnych prowadzacych do $mierci komérki. Kulmina-
cja tych reakcji jest aktywacja kaskady enzymoéw proteoli-
tycznych - kaspaz, prowadzaca do apoptozy komérki nowot-
worowej [3].

ONC wywiera wplyw na przekazywanie wewngtrzkomor-
kowych sygnaléw regulujgcych wzrost i $mieré komoérek
nowotworowych. ONC wykazuje dziatanie proapoptotyczne,
hamuje cykl komérkowy w fazie G; [4] i wzrost komoérek
w przypadku nowotworéw wykazujacych wielolekows opor-
nos¢, niezaleznie od ekspresji glikoproteiny P (P-gp) i mutacji
p53. W odréznieniu od prawidlowych komérek, ktére
w fazie spoczynkowej cyklu komoérkowego mogg pozosta-
waé przez dowolnie dlugi czas, komoérki nowotworowe
pozostajagce w tej fazie szybko tracg swojg zywotnosc¢
i ulegajg apoptozie. Udowodniono aktywno$¢ cytotoksyczng
ONC w réznych typach nowotworéw, w tym miedzybto-
niaku (mesothelioma) oraz w opornych na chemioterapie
nowotworach wieku dzieciecego, takich jak neuroblastoma
i rhabdomyosarcoma [5, 6].

W ostatnich latach stwierdzono, ze oocyty Rana pipiens
zawierajg jeszcze jedng rybonukleaze, amfinaze (AMF) o moz-
liwym dzialaniu przeciwnowotworowym. AMF jest czasteczka
o masie okoto 13 000, wystepujacg w czterech wariantach
r6znigeych sie od siebie sekwencjg aminokwaséw w 87-99%,
w tym R-AM. Aktywnos¢ cytostatyczna i cytotoksyczna R-AM
jest podobna, a nawet wyzsza od tej wykazywanej przez ONC,
co wzbudza nadzieje na jej potencjalne zastosowanie w kli-
nicznej praktyce onkologicznej [7-9].

Chloniak rozlany z duzych komoérek B (diffuse large B-cell
lymphoma; DLBCL) jest najczeSciej wystepujacym typem
poséréd chloniakéw nieziarniczych [10]. Postep w leczeniu
DLBCL poczyniony w ostatnich latach wigze sie z wprowa-
dzeniem tzw. immunochemioterapii. Dotgczenie do standar-
dowej chemioterapii CHOP (schemat: cyklofosfamid, dokso-
rubicyna [DOX], winkrystyna, prednizon) monoklonalnego
przeciwciata anty-CD20 rytuksymabu (RIT; schemat R-CHOP)
znaczgco zwiekszyto odsetek calkowitych remisji (complete
remission; CR), wydluzylo catkowity czas przezycia i czas
wolny od nawrotu choroby, przy niezwiekszonej istotnie
toksycznosci leczenia [11, 12]. Standardowe leczenie pierw-
szej linii polega na podaniu 6-8 cykli R-CHOP w odstepach
21-dniowych [13]. Pozwala ono w tej chorobie na uzyskanie
do 60% wyleczen. Wcigz pozostaje wiec duzy margines cho-
rych, u ktérych poprawa efektywnosci leczenia pozwolitaby
na poprawe wieloletniego przezycia.

Jak dotad opublikowano tylko jedno doniesienie na temat
aktywnos$ci przeciwnowotworowej R-AM, ktére dotyczylo
dzialania na komérki linii biataczkowych HL-60, U-937 i Jurkat
T [14]. Celem niniejszej pracy byla pierwsza w dostepnym

piémiennictwie przedkliniczna analiza cytotoksycznosci
R-AM zastosowanej w warunkach in vitro w skojarzeniu
z DOX na komorki linii wywodzacej sie z DLBCL.

Material i metody
Materiat

Materiatem do badan in vitro byta linia komoérkowa Toledo,
bedaca linig pochodzacg z komérek chloniaka DLBCL,
Toledo. Komorki tej linii sg limfocytami B morfologicznie
wykazujagcymi cechy limfoblastéw, prezentujgcymi anty-
geny: CD10+, CD19+, CD20+, CD38+, CD23-, CD39-, wykazujg-
cymi zlozone aberracje chromosomowe. Komoérki linii byly
inkubowane w odpowiednio dobranym medium (wedlug
zalecen producenta) w cieplarce (37°C, w powietrzu atmosfe-
rycznym z zawartoécia 5% CO,), pasazowane co 2-3 dni
w okresie przed zalozeniem hodowli z badanymi lekami,
w celu osiggniecia wzrostu ekspotencjalnego.

Hodowle komérkowe

Hodowle zaktadano w warunkach jalowych, przenoszac za-
wiesine komoérek na plytki hodowlane (Nunc, Roskilde,
Dania) zawierajgce 48 dotkéw 1 ml lub do naczynek o 40 ml
pojemnosci (Nunc, Roskilde, Dania). Wyj$ciowo zageszczenie
komoérek w zakladanych hodowlach wynosito 0,5 mln/ml.
Do hodowli komérek dodawano odpowiednio przygotowane
medium RPMI-1640 z dodatkiem 62 ml 10% surowicy bydle-
cej, 3 ml L-glutaminy, 5 ml antybiotyku (penicyliny i strepto-
mycyny) (Sigma, Taufkirchen, Niemcy).

W zakladanych hodowlach do komoérek linii Toledo
dodawano pojedynczo R-AM (otrzymang dzieki uprzejmosci
Alphacell Corporation, New Jersey, USA, obecnie - TAmiR
Biotechnology, Inc, Somerset, NJ, USA) pojedynczo lub w pota-
czeniu z lekiem o udowodnionym dzialaniu w DLBCL -
doksorubicyng (DOX; Doxorubicin Ebewe; Ebewe Arzneimittel
Ges.m.b.H., Unterach, Austria).

Poczgtkowo prowadzono hodowle 24-, 48- i 72-godzinne,
po serii wstepnych do$wiadczen do dalszych badan wybrano
72-godzinny punkt czasowy. Badano cytotoksyczno$é¢ R-AM
dla stezen 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 i 100 pg/ml.
W dalszych badaniach R-AM uzywano w optymalnym steze-
niu 20 pg/ml (najmniejsze stezenie leku wywolujace zna-
mienny statystycznie wzrost cytotoksycznosci w odniesieniu
do hodowli bez dodatku lekéw). Dawke 20 ng/ml DOX
ustalono podobnie, kierujac sie wczedniejszymi doswiadcze-
niami. Oceniano efekt cytotoksyczny R-AM, DOX oraz skoja-
rzenia R-AM+DOX. Kontrole stanowily réwnolegle hodowle
prowadzone bez dodatku lekéw. Kazde doswiadczenie byto
powtarzane przynajmniej pieciokrotnie.

Ocena cytotoksycznosci badanych lekéw

Barwienie jodkiem propydyny (JP) (Sigma-Aldrich; Saint
Louis, USA) zostalo zastosowane jako metoda pozwalajaca
na pomiar zywotnosci komérek. Po zakonczeniu hodowli
przeprowadzano dwukrotne ptukanie w 1% PBS i przez
5 minut wirowano z czesto$cig 1100 obrotéw na minute. Po
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odwirowaniu do komérek dodawano 100 ul PBS oraz 10 ul JP,
pozostawiajgc prébki w ciemnos$ci w temperaturze pokojo-
wej na 10 minut. Po uplywie tego czasu dokonywano
pomiaréw cytometrem przepltywowym, okreslajgc procent
komérek martwych (JP+).

Ocena dzialania proapoptotycznego lekéw

Pomiaru ilosci komoérek ulegajgcych zaprogramowanej $mier-
ci (apoptozie) dokonywano za pomocg testu z Aneksyng
V (Ann-V). Badano takze procent komérek wykazujacych spa-
dek potencjalu mitochondrialnego (¥Am) oraz aktywacje
kaspaz -3, -81 -9.

Test z Ann-V i JP (BD Biosciences; San Jose, USA) pozwala
na wykrycie zjawiska eksternalizacji fosfatydyloseryny,
wczesnego markera apoptozy. Po zakonczeniu hodowli do
100 pl zawiesiny komoérek dodawano Ann-V w ilosci 5 pl oraz
85l buforu. Po inkubacji w ciemnosci, w temperaturze
pokojowej przez okres 15 minut dodawano 10pl JP,
a nastepnie ponownie inkubowano w tych samych warun-
kach przez 5 minut. Po uptywie czasu inkubacji dokonywano
pomiaréw w cytometrze przeplywowym. Komérki Ann-V+
okreslano jako apoptotyczne.

MitoTracker jest zwigzkiem selektywnie wigzgcym sie
z mitochondrium, ktéry ulega dyfuzji przez blone komérkowsa
i kumuluje sie w aktywnych mitochondriach. Pozwala on na
ocene réznicy potencjaléw blonowych. Wykrycie spadku
WAm $wiadczy o apoptozie komérki, indukowanej drogg we-
wnetrzng (mitochondrialng) aktywacji kaspaz. Celem dokona-
nia tych pomiaréw do zawiesiny komérek otrzymanej po
zakonczeniu hodowli (odpowiednio z lekami i bez lekdw)
dodawano po 2,5 pl odczynnika M-Ros i inkubowano przez 30
minut w cieplarce (37°C). Po uplywie tego czasu dodawano
MitoTracker Red 580 (odczynniki firmy Molecular Probes;
Eugene, USA) i odczytywano wyniki za pomoca cytometru
przeplywowego.

Celem oceny aktywnej kaspazy 3 zawiesine komoérek
(100 pl) otrzymana po zakonczeniu hodowli permabilizowano
iutrwalano w roztworze Cytofix/Cytoperm (przez 20 minut na
lodzie), dwukrotnie przemywano i wirowano w roztworze
Perm/Wash (wszystkie odczynniki firmy BD Biosciences; San
Jose, USA). Nastepnie dodawano 10 ul przeciwciata przeciw
aktywnej kaspazie 3 i inkubowano otrzymany roztwér w tem-
peraturze pokojowej przez 30 minut. Po uplywie tego czasu
komoérki ponownie przemywano za pomoca roztworu Perm/
Wash. Otrzymany roztwér pozwalal na pomiar aktywnej
kaspazy 3 za pomocg cytometru przeptywowego.

W celu oceny aktywnosci kaspaz 8 i 9 otrzymana zawie-
sina komérek byla utrwalana i permabilizowana przez 20
minut na lodzie, w roztworze Cytofix/Cytoperm, nastepnie
przemywana i wirowana dwa razy w roztworze Perm/Wash.
Po zakonczeniu tych czynnoéci dodawano odpowiednie
przeciwciala przeciw aktywnym kaspazom 8 i 9 (R&D Sys-
tems; Minneapolis, USA) i inkubowano przed odczytem
przez 30 minut, w temperaturze pokojowej.

Ocena mechanizméw regulujgcych apoptoze

W regulacje procesu apoptozy sa zaangazowane biatka
promujace ten proces, jak i jej inhibitory. W komérkach, po

zakonczeniu hodowli z badanymi lekami, wykonano pomiar
ekspresji bialek indukujacych $mier¢
komérki: Bax, Bak, Bad, Smac/Diablo. Réwnolegle oceniono
ekspresje biatek antyapoptotycznych: Bcl-2, Mcl-1, XIAP, sur-
wiwiny, c-IAP1, c-IAP2. Po zakonczeniu hodowli (z badanymi
lekami i kontroli bez dodatku lekéw), zawiesine komoérek
wirowano przez 5 minut z czestoScig obrotéw 1100 na
minute, nastepnie ptukano w 2 ml PBS i ponownie wirowano
5 minut, 1100 obrotéw na minute. Otrzymany material
utrwalano najpierw w 4,5ml 80% alkoholu (30 minut
w lodéwce), nastepnie po ponownym przeptukaniu w PBS
i dwukrotnym odwirowaniu (5 minut 1100 obrotéw/min.)
dodawano 4,5 ml 1% formaldehydu w temperaturze 0°C na 15
minut. Po uplywie tego czasu badany materiat byt powtémie
ptukany w PBS oraz wirowany, a nastepnie dodawano na
1 minute 500 pl saponiny i po raz kolejny wirowano w PBS
1100 obrotéw na minute przez 5 minut. Otrzymana zawiesina
komérek byta znakowana przeciwcialami monoklonalnymi
przeciw biatkom: przeciwciatem anty-Bax (DAKO Cytomation;
Glostrup, Dania); przeciwcialem anty-Bak (Abcam; Cambridge,
Wielka Brytania); przeciwcialem anty-Bad (Abcam; Cambridge,
Wielka Brytania); przeciwcialem anty-Bcl-2 (DAKO Cytoma-
tion; Glostrup, Dania); przeciwcialem anty- Mcl-1 (Abcam;
Cambridge, Wielka Brytania); przeciwcialem anty-XIAP (R&D
Systems; Minneapolis, USA); przeciwcialem anty-cIAP1
(R&D Systems; Minneapolis, USA); przeciwciatem anty- cIAP2
(R&D Systems; Minneapolis, USA); przeciwcialem anty-Smac/
Diablo (R&D Systems; Minneapolis, USA); przeciwciatem anty-
survivin (R&D Systems; Minneapolis, USA). Po 30-minutowej
(w ciemnoéci, w temperaturze pokojowej) inkubacji z przeciw-
ciatami pierwszorzedowymi dodawano do materiatu komoér-
kowego przeciwciala drugorzedowe zwigzane z fluoresceing.
Po zakonczeniu inkubacji dokonywano pomiaru ekspresji
bialek za pomoca cytometru przeplywowego. Ekspresje biatka
oceniano na podstawie $redniej intensywnosci fluorescencji
(MFI; mean fluorescence intensity).

zaprogramowang

Analiza cytometryczna

Badania wykonywano z wykorzystaniem cytometru przepty-
wowego FACS Calibur (Becton Dickinson, San Diego, Califor-
nia, USA). W kazdej analizowanej prébce mierzono fluores-
cencje 10 000 komérek. Indeks cytotoksycznosci (IC) oce-
niano na podstawie odsetka komoérek JP+ w badanych
hodowlach z lekami i kontrolnych. Skompensowany indeks
cytotoksycznosci (SIC), bedacy réznicg miedzy odsetkiem
komérek JP+ w poszczegblnych hodowlach z badanymi
lekami a odsetkiem komérek JP+ w kontrolach, postuzyt do
oceny stopnia cytotoksycznosci dodanych do hodowli lekéw.
Nasilenie apoptozy oceniano na podstawie odsetka komérek
wykazujgcych aktywacje kaspazy 3 w poszczegblnych
hodowlach (indeks apoptotyczny, IA). Obliczano skompenso-
wany IA (SIA), bedacy réznica pomiedzy odsetkiem komoérek
Ann-V+ w poszczegélnych hodowlach z badanymi lekami
a odsetkiem komérek Ann-V+ w prébkach kontrolnych.

Analiza statystyczna wynikéw

Analizujgc  uzyskane wyniki, w celu poréwnania réznic
pomiedzy poszczegdlnymi badanymi parametrami stosowano
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test t-Studenta. Okreslano $rednig arytmetyczng oraz odchy-
lenia standardowe. Za istotne statystycznie przyjmowano
réznice, dla ktérych poziom istotnosci p byt mniejszy niz 0,05.
Program STATISTICA 7.0 (Tulsa, USA) postuzyl do przeprowa-
dzenia analizy statystycznej otrzymanych wynikow.

Wyniki
Ocena cytotoksycznosci R-AM

Prowadzone doswiadczenia rozpoczeto od ustalenia opty-
malnej dawki R-AM. Hodowle in vitro z R-AM w dawkach 1-
100 pg/ml, trwajgce 24, 48 i 72 godziny, pozwolily na
wybranie dawki stosowanej w dalszej czesci badan. Naj-
wiekszy efekt cytotoksyczny byl obserwowany po 72 godzi-
nach hodowli. Dla komérek linii Toledo przy stezeniu leku
20 pg/ml po 72 godzinach hodowli obserwowany odsetek
komérek z dodatnim efektem cytotoksycznym byl staty-
stycznie znamiennie wyzszy w poréwnaniu z osiggnietym
w komoérkach prowadzonych réwnolegle hodowli kontrol-
nych (p < 0,05). Dlatego stezenie R-AM 20 pg/ml oraz powyz-
szy punkt czasowy wybrano dla hodowli prowadzonych
w dalszym etapie badan.

Ocena aktywnosci R-AM w skojarzeniu z DOX

Dalsze doswiadczenia prowadzone w hodowlach komoérek
linii Toledo mialy na celu ocene cytotoksycznosci R-AM
skojarzonej z klasycznym cytostatykiem, stosowanym stan-
dardowo w badanej chorobie, DOX. Polgczenie R-AM z DOX
wykazywalo znaczacy wzrost cytotoksycznosci (mediana SIC
70,5%), w poréwnaniu z zastosowanymi pojedynczo R-AM
czy DOX (mediana SIC odpowiednio 16,1% i 37,3%; odpo-
wiednio p < 0,001 i p=0,003). Wykazano znamiennie wiek-
sze dzialanie cytotoksyczne R-AM na komérki linii Toledo
w poréwnaniu z kontrolag (Ryc. 1 A). Efekt cytotoksyczny
R-AM (mediana SIA 68,5%), DOX (mediana SIA 36,2%) oraz
jej skojarzenia z DOX ewidentnie zalezal od dzialania
proapoptotycznego (mediana SIA 65,9%), (Ryc. 1B).

Mechanizmy cytotoksycznego dziatania R-AM

Dzialanie proapoptotyczne R-AM oceniano na podstawie
wywolywanych zmian w mitochondrialnym potencjale bto-
nowym, zmian w strukturze blony komoérkowej - test
z Ann-V oraz wplywu na aktywnos$¢ kaspaz (wykrywanie
komérek z aktywna kaspazg 8, 9 czy 3). Linia komoérkowa
chloniaka DLBCL, przy medianie odsetka komérek Ann-V+
wynoszacej 17,0%, wykazywala istotny wzrost mechaniz-
méw aktywujgcych apoptoze, mierzonych spadkiem ¥Am
oraz wzrostem aktywnosci kaspaz 8, 9i 3 (Ryc. 2).

Wplyw R-AM na ekspresje bialek regulujgcych apoptoze

W dalszych doswiadczeniach badano wplyw R-AM na eks-
presje biatek uczestniczgcych w regulacji procesu apoptozy.
R-AM we wszystkich hodowlach istotnie zwiekszala stezenie
biatka proapoptotycznego Bax (p=0,041) i Bad (p=0,013).
Obserwowano réwniez istotne statystycznie zmniejszenie

ekspresji biatek antyapoptotycznych Bcl-2 (p=0,009), Mcl-1
(p =0,002) i XIAP (p =0,019) (Ryc. 3).

Omoéwienie

R-AM jest endorybonukleazg, ktéra moze okaza¢ sie skutecz-
na w leczeniu choréb onkologicznych, w tym nowotworéw
ukladu krwiotwoérczego. Przedstawione powyzej badania
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Ryc. 1 - A. Cytotoksycznos$é R-amfinazy (R-AM)
zastosowanej pojedynczo oraz w skojarzeniu

z doksorubicyng (DOX) w stosunku do komérek chloniaka
rozlanego z duzych komérek B, Toledo. Podano wartosci
$rednie i odchylenia standardowe skorygowanego indeksu
cytotoksycznego (SIC), mierzonego testem z jodkiem
propydyny (JP)

Ryc. 1 - B. Dzialanie proapoptotyczne R-amfinazy (R-AM)
zastosowanej pojedynczo oraz w skojarzeniu

z doksorubicyng w stosunku do komérek linii chloniaka
rozlanego z duzych komérek B, Toledo. Podano wartosci
$rednie i odchylenia standardowe skorygowanego indeksu
apoptotycznego (SIA), mierzonego testem z Aneksyna

V (Ann-V)

Fig. 1 - A. Cytotoxic activity of R-amphinase (R-AM) used alone
or in combination with doxorubicin (DOX) on diffuse large
B-cell lymphoma-derived cell line, Toledo. The figure shows
mean values (and standard deviations) of corrected cytotoxic
index (SIC), assessed by propydium iodide test

Fig. 1 - B. Proapoptotic activity of R-amphinase (R-AM)

used alone or in combination with doxorubicin (DOX) on
diffuse large B-cell lymphoma-derived cell line, Toledo.

The figure shows mean values (and standard deviations)

of corrected apoptotic index (SIA), assessed by Annexin

V test
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Ryc. 2 - Mechanizmy dzialania proapoptotycznego
R-amfinazy (R-AM) na komérki linii chloniaka rozlanego
z duzych komérek B, Toledo. Podano wartosci Srednie

i odchylenia standardowe odsetka komérek dodatnich
mierzonego testem z Aneksyng V, komorek ze spadkiem
potencjatu mitochondrialnego (¥Am) oraz wykazujacych
aktywacje kaspaz 3,819

Fig. 2 - Mechanisms of proapoptotic activity of R-amphinase
(R-AM) on diffuse large B-cell lymphoma-derived cell line,
Toledo. The figure shows mean values (and standard
deviations) of the rates of Annexin V-positive cells, cells with
drop of mitochondrial poptential as well as cells with activation
of capses -3, -8 or -9

wlasne przeprowadzone in vitro na linii komérkowej DLBCL
wykazaly wysoka aktywnos$¢ cytotoksyczng R-AM, zaréwno
zastosowanej pojedynczo, jak i w potgczeniu z DOX, lekiem
cytostatycznym o udowodnionym dziataniu w tej chorobie.

Wryniki wskazujgce na synergizm dzialania ONC, wcze$-
niej opisanej endorybonukleazy pochodzacej z jaj i zarodkow
Rana pipiens, z innymi lekami o dzialaniu cytostatycznym
znajduja potwierdzenie w dostepnych publikacjach. Dotych-
czas udowodniono korzystne wspoétdziatanie ONC z wieloma
lekami przeciwnowotworowymi. Miedzy innymi, wykazano
wzrost skutecznos$ci dzialania ONC skojarzonej z cisplatyna,
DOX, winkrystyna, tamoksyfenem i trifluoperazyna, interfero-
nem «o/B, TNF-a czy przeciwcialem anty-CD95 (FasL) [6, 18-
23]. Wykazano takze, ze ONC zwigksza wrazliwos¢ komorek
$rédbtonka CCL-209 oraz komédrek nowotworowych na napro-
mienianie [24-26]. Uwaza sie, ze ONC moze spelnia¢ role
adiuwantu w przypadku chemioterapii oraz radioterapii.

Badania Deptaly i wsp. [18] mialy na celu poréwnanie
proliferacji i zywotnos$ci komérek chloniaka U937 inkubowa-
nych z ONC lub TNF-a. Polgczenie ONC i TNF-a spowodo-
walo calkowite zahamowanie wzrostu i $mieré ponad
potowy komérek. Mechanizm, dzieki ktéremu ONC wzmac-
nia dzialanie TNF-o, jest byé moze zalezny od aktywnosci
czynnika NF«B i zwigzanej z nig supresji ekspresji gendéw
odpowiedzialnych za przezycie komérki.

Lee i wsp. [27] w badaniach in vivo i in vitro na hodowlach
ludzkiego raka niedrobnokomérkowego ptuc A549 sprawdzali
efektywnos$¢ terapeutyczng ONC podanej samodzielnie lub
w skojarzeniu z cisplatyng lub karboplatyna. Stwierdzono
synergizm dzialania lekéw podanych réwnoczesnie i wzrost
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Ryc. 3 - Ekspresja bialek regulujacych apoptoze

w odpowiedzi na dziatanie R-amfinazy (R-AM)

w komérkach linii chloniaka rozlanego z duzych komérek
B Toledo, mierzona wartoSciami sredniej intensywnosci
fluorescencji (mean fluorescence intensity; MFI). Podano
wartosci wzrostu/spadku ekspresji bialek w hodowlach

z lekiem w stosunku do hodowli kontrolnych

Fig. 3 - Expression of apoptosis-regulating proteins in response
to R-amphinase (R-AM) in diffuse large B-cell lymphoma-
derived cell line, Toledo, as measured by mean fluorescence
intensity, MFI. N-fold increase/decrease in protein expression
in relation to the control cultures are shown

efektywnosci cisplatyny oraz karboplatyny. Skojarzenie obyd-
wu lekéw opézniato wzrost guza o 25 dni.

Badania przeprowadzone przez Rybak i wsp. [22] na
modelach in vitro i in vivo komérek raka okreznicy HT-29
potwierdzily synergistyczny efekt dzialania przeciwnowo-
tworowego ONC i winkrystyny na komorki wykazujgce opor-
nos$¢ wielolekows. Wykazano zahamowanie wzrostu komérek
oraz zwiekszenie cytotoksycznosci. Mechanizm, dzieki kté-
remu ONC pokonuje opornosé¢ komérek na leczenie przeciw-
nowotworowe, nie zostal w pelni poznany. Leczenie to
ponadto zwiekszalo istotnie czas przezycia.

Dos$wiadczenia Mikulskiego i wsp. [19] zostaly przeprowa-
dzone na dwéch modelach badawczych in vivo raka piersi
MDA-MB-231 i wykazaly synergizm dzialania ONC i doksoru-
bicyny. Chemioterapia skojarzona w obu modelach hamowa-
ta wzrost nowotworu w znacznie wiekszym stopniu niz leki
podawane osobno, a czas przezycia wydtuzyt sie znaczaco.

Wiyniki dotychczasowych badan przedklinicznych i klinicz-
nych (zakonczono badanie III fazy u chorych na miedzybto-
niaka) wskazujg na duzg aktywnos$¢ cytotoksyczng ONC
w niektérych nowotworach litych. Jak wspomniano, AMF jest
stosunkowo niedawno zsyntetyzowang rybonukleaza, o wta-
$ciwoéciach fizykochemicznych podobnych do ONC. Jak
dotad, Ardelt i wsp. [14] opisali aktywno$é cytostatyczng
1 cytotoksyczng wszystkich czterech znanych izoform AMF,
w tym R-AM, w stosunku do komoérek ludzkiej biataczki
promielocytowej (HL-60), jak tez komoérek biataczki monocy-
tarnej U-937 i komérek Jurkat T. Aktywnos¢ R-AM byla nieco
bardziej zaznaczona niz w przypadku ONC. Dotyczylo to
zaréwno zatrzymania komérek nowotworowych w fazie G;
cyklu komoérkowego, jak i indukcji apoptozy przejawiajacej
sie we fragmentacji DNA (obecnos¢ frakcji sub-G;, dodatnia
reakcja TUNEL) oraz aktywacjg transglutaminazy.
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Dotychczas nie prowadzono do$wiadczen z R-AM in vitro
na komoérkach chloniaka DLBCL. Ponadto, dokladny mecha-
nizm dziatania przeciwnowotworowego tego biatka nie zo-
stal do tej pory w pelni ustalony. Obserwowane dzialanie
biologiczne jest spowodowane aktywno$cig enzymatyczng
jej czasteczki. Znaczacy wplyw na prezentowang przez nie
cytotoksyczno$¢é moze mieé¢ brak wrazliwosci na dzialanie
inhibitora rybonukleaz [8].

Udowodniono, ze ONC wywoluje $mier¢ komoérki, rozkla-
dajac wewnatrzkomoérkowe RNA, hamujgc synteze biatek
i hamujgc wzrost oraz proliferacje komérki [9]. Wczesdniejsze
doswiadczenia wykazaly jej zdolno$¢ do wywolywania apop-
tozy niektérych komoérek nowotworowych u cztowieka [4; 14].
Podobnie R-AM wykazala aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
przeciw komérkom ostrej biataczki szpikowej [28]. W ostat-
nich badaniach wtasnych udowodniono, ze mechanizmy
cytotoksycznego dzialania R-AM na komérki DLBCL polegajg
gléwnie na indukowaniu zaprogramowanej $mierci komorki
poprzez wplyw na aktywno$c¢ kaspaz, z eksternalizacjg fosfa-
tydyloseryny btony komérkowej w teScie z Ann-V oraz spad-
kiem potencjalu mitochondrialnego w tesScie z MitoTracker
Red. Po 72 godzinach hodowli z R-AM wykazano istotne
zwigkszenie aktywnosci kaspaz 3, 8 i 9, a wiec indukcje
obydwu drég ich aktywacji zewnetrznej (receptorowej) oraz
wewnetrznej (mitochondrialnej). Moze to wptywac korzystnie
na potencjalne interakcje z innymi lekami przeciwnowotwo-
rowymi, ktére majg podobne lub uzupeiajgce sie mecha-
nizmy dziatania cytotoksycznego.

Dalsze wyniki biezgcych badan wtasnych, dotyczace dzia-
tania proapoptotycznego, wykazaly w badanych hodowlach
istotny wzrost stezenia proapoptotycznego biatka Bax i Bad.
Stwierdzono réwniez istotne obniZzenie stezenia biatek anty-
apoptotycznych Bcl-2, Mcl-1 i XIAP. Obserwacje te cze$ciowo
potwierdzajg doniesienia na temat ONC, w ktérych obserwo-
wano wzrost stezenia biatka Bax w komoérkach nowotworo-
wych [15]. Podaje sie takze spadek ekspres;ji biatka Bcl-2, Fral
i surwiwiny [15, 16]. Nie ma dotychczas badan donoszacych
o zmianach aktywnosci biatek regulujacych apoptoze induko-
wang dziataniem R-AM.

Ocena skojarzonego dziatania R-AM i DOX

Przedstawione badania kompleksowo ocenialy aktywnosé
przeciwnowotworowg R-AM skojarzonej ze standardowym
cytostatykiem o dzialaniu biologicznym charakteryzujacym
sie potwierdzong juz aktywnoscig przeciwnowotworowsg -
DOX. Rézne mechanizmy dziatania tych lekéw, nakladajgc
sie na siebie, moglyby spowodowaé zwiekszenie ich aktyw-
nosci cytotoksycznej w odniesieniu do badanych komérek.
Uszkodzenie DNA komérki nowotworowej jest gtéwnym
mechanizmem dzialania zwigzkéw rutynowo stosowanych
w onkohematologii. Niestety obserwowana cytotoksycznosc¢
tych lekéw wplywa takze na aktywnie proliferujgce zdrowe
komérki, co wywoluje szereg objawdéw niepozadanych.
Cytotoksyczno$¢ antybiotykéw antracyklinowych, do ktéd-
rych nalezy DOX, zwigzana jest z ich hamujacym wplywem
na replikacje, transkrypcje i naprawe DNA oraz indukcje
apoptozy [17]. Przeprowadzone badania wiasne wykazaly
zwiekszenie efektu cytotoksycznego i duzg skutecznosé
dzialania R-AM w skojarzeniu z DOX. W hodowlach linii

komoérkowej Toledo zaobserwowano istotne nasilenie dziata-
nia cytotoksycznego polaczenia R-AM z DOX w poréwnaniu
z dzialaniem tych lekéw stosowanych w monoterapii. Bada-
nia te sa, jak dotad, jedynymi dostepnymi publikacjami
oceniajgcymi wspéldzialanie R-AM i DOX.

Co istotne, w naszych badaniach R-AM wykazywata cyto-
toksyczno$¢ w stosunku do komérek nowotworowych, bez
istotnego wplywu na zdrowe limfocyty od dawcéw honoro-
wych w hodowlach 72-godzinnych. Wykazana specyfika dzia-
tania leku moze wynika¢ miedzy innymi z faktu, ze rybonu-
kleazy o budowie zblizonej do ONC wykazuja wieksze powi-
nowactwo do komodrek nowotworowych niz do komérek
prawidlowych. Moze to wynika¢ z réznic w budowie sialogli-
kopeptydéw blony komoérkowej [29, 30-32] lub zwiekszonej
przepuszczalnosci blony komoérkowej komoérek nowotworo-
wych dla makroczgsteczek, takich jak rybonukleazy [33, 34].

Podsumowujgc, w warunkach in vitro R-AM wykazuje
wybidrczg aktywnos$é cytotoksyczng w stosunku do komérek
linii chloniaka DLBCL. Skojarzenie R-AM z DOX w warunkach
hodowli in vitro komérek linii chloniaka DLBCL istotnie
zwieksza efekt cytotoksyczny w poréwnaniu ze standardo-
wym chemioterapeutykiem. W dzialaniu przeciwnowotworo-
wym R-AM istotnym mechanizmem jest aktywacja kaspazo-
zaleznej apoptozy. Wplyw na ekspresje bialek biorgcych
udzial w regulacji procesu apoptozy widocznie jest powigzany
z pobudzeniem mitochondrialnego szlaku aktywacji kaspaz.
Stanowi to przestanke do kojarzenia endorybonukleaz o dzia-
taniu przeciwnowotworowym, w tym R-AM, z dzialajgcymi za
posrednictwem tego mechanizmu standardowymi chemiote-
rapeutykami.

Wklad autoréw/Authors' contributions

PS - koncepcja pracy, analiza statystyczna, interpretacja
danych, przygotowanie pracy, pozyskanie srodkéw (finanso-
wania). MZ - zebranie i interpretacja danych, analiza statys-
tyczna, przygotowanie pracy, przygotowanie literatury. BC-O
- zebranie i interpretacja danych. AgM, AIM - zebranie
danych, MW - przygotowanie pracy, przygotowanie literatury.

Konflikt interesu/Conflict of interest

Nie wystepuje.

Finansowanie/Financial support

Badania byly sponsorowane przez grant z Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego No 507-18-010 oraz, czeSciowo, przez
grant Uniwersytetu Medycznego w todzi No 503/8-093-01/
503-01.

Etyka/Ethics

Treéci przedstawione w artykule sg zgodne z zasadami
Deklaracji Helsinskiej, dyrektywami EU oraz ujednoliconymi
wymaganiami dla czasopism biomedycznych.



68

ACTA HAEMATOLOGICA POLONICA 45 (2014) 62-68

PISMIENNICTWO/REFERENCES

(1]

[2

3

(4

[5

6

[7

8

9]

(10]

(11]

(12]

(13]

(14]

(15]

(6]

(27]

Ardelt W, Mikulski SM, Shogen K. Amino acid sequence of
an anti-tumor protein from Rana pipiens oocytes and early
embryos. Homology to pancreatic ribonucleases. J Biol
Chem 1991;266:245-251.

Mosimann SC, Johns KL, Ardelt W, Mikulski SM, Shogen K,
James MNG. Comparative molecular modeling and
crystallization of P-30 protein: a novel anti-tumor protein of
Rana pipiens oocytes and early embryos. Proteins Structure
Function and Genetics 1992;14:392-400.

Grabarek J, Ardelt B, Du L, Darzynkiewicz Z. Activation of
caspase and serine proteases during apoptosis induced by
onconase (ranpirnase). Exp Cell Res 2002;278:61-71.
Halicka HD, Juan G, Ardelt B, Mittelman A, Ardelt W,
Mikulski SM, et al. Induction of differentiation and
apoptosis of U937 and HL-60 cells by onconase: potentiation
by inhibitors of protein kinases. ASCO Proceedings
(Abstract 18) 1996.

Michaelis M, Cinatl J, Anand P, Rothweiler F, Kotchetkov R,
von Deimling A, et al. Onconase induces caspase-
independent cell death in chemoresistant neuroblastoma
cells. Cancer Lett 2007;250:107-116.

Zhao H, Ardelt B, Ardelt W, Shogen K, Darzynkiewicz Z. The
cytotoxic ribonuclease onconase targets RNA interference
(siRNA). Cell Cycle 2008;7:3258-3261.

Singh UP, Ardelt W, Saxena SK, Holloway DE, Vidunas E, Lee
HS, et al. Enzymatic and structural characterisation of
amphinase, a novel cytotoxic ribonuclease from Rana
pipiens oocytes. ] Mol Biol 2007;371:93-111.

Ardelt W, Ardelt B, Darzynkiewicz Z. Ribonucleases as
potential modalities in anticancer therapy. Eur ] Pharmacol
2009;625:181-189.

Ardelt W, Shogen K, Darzynkiewicz Z. Onconase and
amphinase, the antitumor ribonucleases from Rana pipiens
oocytes. Curr Pharm Biotechnol 2008;9:215-225.

Griffiths R, Gleeson M, Knopf K, Danese M. Racial
differences in treatment and survival in older patients with
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL). BMC Cancer
2010;10:625.

Coiffier B, Lepage E, Briere ], Herbrecht R, Tilly H,
Bouabdallah R, et al. CHOP chemotherapy plus rituximab
compared with CHOP alone in elderly patients with diffuse
large-B-cell lymphoma. N Engl ] Med 2002;346:235-242.
Pfreundschuh M, Trimper L, Osterborg A, Pettengell R,
Trneny M, Imrie K, et al. CHOP-like chemotherapy plus
rituximab versus CHOP-like chemotherapy alone in young
patients with good-prognosis diffuse large B-cell
lymphoma: a randomised controlled trial by the MabThera
International Trial (MInT) Group. Lancet Oncol 2006;7:
379-391.

Smolewski P. Standardy leczenia chtoniakéw
nieziarniczych B komérkowych. Acta Haematologica
Polonica 2010;41:325-334.

Ardelt B, Ardelt W, Pozarowski P, Kunicki J, Shogen K,
Darzynkiewicz Z. Cytostatic and cytotoxic properties of
amphinase: a novel cytotoxic ribonuclease from Rana
pipiens oocytes. Cell Cycle 2007;6:3097-3102.

Ardelt B, Juan G, Burfeind P, Salomon T, Wu JM, Hsieh TC,
et al. Onconase, an anti-tumor ribonuclease suppresses
intracellular oxidative stress. Int J Oncol 2007;31:663-669.
Ramos-Nino ME, Littenberg B. A novel combination:
ranpirnase and rosiglitazone induce a synergistic apoptotic
effect by down-regulating Fra-1 and Survivin in cancer
cells. Mol Cancer Ther 2008;7:1871-1879.

Czyz M, Szulawska A. Molekularne mechanizmy dziatania
antracyklin. Postepy Hig Med Dosw (online) 2006;60:78-100.

(18]

[19]

(20]

(21]

(22]

(23]

(24]

(25]

[26]

(27]

(28]

(29]

(30]

(31]

(32]

(33]

(34]

Deptala A, Halicka H, Ardelt B, Ardelt W, Mikulski S, Shogen
K, et al. Potentiation of tumor necrosis factor induced
apoptosis by onconase. Int ] Oncol 1998;13:11-16.

Mikulski S, Newton D, Wiltrout R, Rybak S. Onconase and
doxorubicin synergy in prolonging survival of MDA-MB-231
human breast cancer bearing nude mice. Presented at the
Annual American Association for Cancer Research 1999.
Mikulski SM, Viera A, Ardelt W, Menduke H, Shogen K.
Tamoxifen trifluoroperazine (stelazine) potentiate
cytostatic/cytotoxic effects of P-30 protein, a novel protein
possessing anti-tumor activity. Cell Tissue Kinet
1990;23:237-246.

Mikulski SM, Viera A, Shogen K. In vitro synergism between
a novel amphibian oocytic ribonuclease (onconase) and
tamoxifen, lovastatin and cisplatin in human OVCAR-3
ovarian carcinoma cell line. Int ] Oncol 1992;1:779-785.
Rybak SM, Pearson JW, Fogler WE, Volker K, Spence SE,
Newton DL, et al. Enhancement of vincristine cytotoxicity
in drug resistant cells by simultaneous treatment with
onconase, an antitumor ribonuclease. ] NCI 1996;88:
747-753.

Vasandani VM, Castelli JC, Hott JS, Saxena S, Mikulski SM,
Youle RJ. Interferon enhances the activity of the anticancer
ribonuclease, onconase. J Interferon Cytokine Res
1999;19:447-454.

Lee I, Kim DH, Sunar U, Magnitsky S, Shogen K. The
therapeutic mechanisms of ranpirnase-induced
enhancement of radiation response on A549 human lung
cancer. In Vivo 2007;21:721-728.

Lee I, Lee YH, Mikulski SM, Lee J, Shogen K. Enhanced
cellular radiation sensitivity of androgen-independent
human prostate tumor cells by onconase. Anticancer Res
2000;20:1037-1040.

Lee I, Shui C, Shogen K, Mikulski SM, Nunno M, Wallner PE.
Changes in radiation response and physiological
parameters in various tumors by onconase. The Annual
Meeting of Radiation Research Society Proceedings (Poster
No P06-95) 1996.

Lee I, Kim D, Kim E, Shogen K, Glickson J. Physiological
mechanisms of the enhanced efficacy of cisplatin and
carboplatin by onconase. Presented at the Annual
American Association for Cancer Research (Abstract 4951)
Proc AACR 2005.

Smolewski P, Cebula B, Zwolinska M, Linke-Szewczyk A,
Wozniak D, Shogen K, et al. Ex vivo cytotoxic activity of
endoribonucleases, onconase (ranpirnase) and R-
Amphinase, against acute myeloblastic leukemia cells.
Blood (ASH Annual Meeting Abstracts) 2008;112:4010.
Nitta K, Ozaki K, Ishikawa M, Furusawa S, Hosono M,
Kawauchi H, et al. Inhibition of cell proliferation by Rana
catesbeiana and Rana japonica lectins belonging to the
ribonuclease superfamily. Cancer Res 1994;54:920-927.
Nitta K, Ozaki K, Tsukamoto Y, Furusawa S, Ohkubo Y,
Takimoto H, et al. Characterization of a Rana catesbeiana
lectin mutant. Cancer Res 1994;54:928-934.

Chao TY, Lavis LD, Raines RT. Cellular uptake of
ribonuclease A relies on anionic glycans. Biochemistry
2010;49:10666-10673.

Zhao HL, Xue C, DuJL, Ren M, Xia S, Cheng YG, et al.
Sustained and cancer cell targeted cytosolic delivery of
Onconase results in potent antitumor effects. ] Control
Release 2012;159:346-352.

Easty DM, Ledoux L, Ambrose EJ. The action of ribonuclease
on neoplastic growth. III Studies by interference
microscopy Biochim Biophys Acta 1956;20:528-537.
Sundlass NK, Eller CH, Cui Q, Raines RT. Contribution of
electrostatics to the binding of pancreatic-type
ribonucleases to membranes. Biochemistry 2013;52:
6304-6312.


http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0005
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0020
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0035
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0120
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S0001-5814(13)00426-X/sbref0170

	Wpływ cytotoksyczny R-amfinazy, endorybonukleazy o działaniu przeciwnowotworowym, na komórki chłoniaka rozlanego z du&zdot;ych komórek B w warunkach in vitro
	Wstęp
	Materiał i metody
	Materiał
	Hodowle komórkowe
	Ocena cytotoksyczności badanych leków
	Ocena działania proapoptotycznego leków
	Ocena mechanizmów regulujących apoptozę
	Analiza cytometryczna
	Analiza statystyczna wyników

	Wyniki
	Ocena cytotoksyczności R-AM
	Ocena aktywności R-AM w skojarzeniu z DOX
	Mechanizmy cytotoksycznego działania R-AM
	Wpływ R-AM na ekspresję białek regulujących apoptozę

	Omówienie
	Ocena skojarzonego działania R-AM i DOX

	Wkład autorów/Authors' contributions
	Konflikt interesu/Conflict of interest
	Finansowanie/Financial support
	Etyka/Ethics
	Piśmiennictwo/References


