Amitozyn Impairs Chromosome Segregation and Induces Apoptosis via Mitotic Checkpoint Activation 
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Переклад:

Амітозин погіршує сегрегацію(розходження) хромосом і викликає апоптоз за допомогою активації мітотичної контрольної точки

Абстракція

 Амітозн (Am) являє собою напівсинтетичний препарат, результат алкілування основних алкалоїдів чистотілу (Chelidonium majus L.) з фосфорорганічними сполуками N, N'N'-тріетілентіофосфорамід (ТіоТЕПА).  Ми показуємо в цій статті, що лікування живих клітин  Am оборотно порушує діяльність мікротрубочок цитоскелету, провокуючи доза-залежну затримку(зупинку) клітини в фазі M. Ам  змінив динаміку полімеризації тубуліну in vitro, сприяючи появі абберантних мітотичних фенотипів в клітинах HeLa, та індукував апоптоз шляхом активації каспаз-9, каспаз-3 і PARP, не викликаючи розривів ДНК. Обробка амітозином клітин HeLa викликає зміни в фосфорилюванні супресора росту PRB, що співпадає із максимальним мітотичним індексом.  Дозозалежний і оборотний антипроліферативний вплив Am досліджувався на декількох трансформованих клітинних лініях.  Важливо відзначити, що препарат також ефективний проти клітин резистентних до багатьох препаратів, паклітаксел-резистентних або p53-дефіцитних клітин.  Наші результати таким чином, відкривають шлях до подальшої доклінічної оцінки Am. 

Цитування: Герман B, Гудрун, Потопальський А.І., Chroboczek J, Tcherniuk SO (2013) Amitozyn Погіршує сегрегацію хромосом і викликає апоптоз за допомогою активації мітотичної контрольної точки.  PLoS ONE 8 (3): e57461.  DOI: 10.1371/journal.pone.0057461 

Редактор: Даніель Фольц, Університет штату Вірджинія, Сполучені Штати Америки 

Надійшла: 23 квітня 2012 року; Прийнято: 24 січня 2013 року; Опубліковано: 7 березня 2013 

Copyright: © 2013 Герман та співавт.  Ця стаття у відкритому доступі поширюється відповідно до умов ліцензії Creative Commons Attribution, що дозволяє необмежене використання, поширення та відтворення у будь-якій формі, за умови зазначення автора і джерело. 

Фінансування: Це дослідження було частково підтримана CNRS (Франція), в Gefluc асоціації (Франція) і в Академії молодих учених України (грант 4791/05).  Спонсори не грали ніякої ролі в розробці дизайну дослідження, зборі та аналізі даних, рішенні про публікацію або підготовки рукопису. 

Конфлікт інтересів: автори заявляють, що не існує конфлікту інтересів.

Вступ 

 Разом із хірургією і радіотерапією, хіміотерапія є одним з найбільш ефективних засобів для лікування різних пухлин.  Незважаючи на величезний арсенал існуючих цитостатиків, розробка нових протипухлинних препаратів необхідна, щоб подолати зростання резистентності до препаратів.  Більше половини відомих антипроліферативних препаратів, таких як алкалоїди барвінку, таксани або етопозид, є природніми сполуками або їх похідними.  Природні сполуки використовуються в традиційній і нетрадиційній медицині і представляють значні переваги, такі як простота і відносно низька вартість ізоляції в промислових масштабах. 

 Лікарська рослина чистотіл (Chelidonium majus L.) була використана для лікування різних захворювань, зокрема, пухлинних новоутворень [1] - [3] .  Детальні дослідження складових чистотілу показали, що його антипроліферативну дію було пов'язано з дією основних добутих алкалоїдів: хелідоніну, хелеритрину, сангвінаріну, берберину і коптізіну [4] .  Незважаючи на структурну подібність, ці сполуки впливають на живі клітини за допомогою різних механізмів.  Хелідонін провокує мітотичного зупинку [5] і блокує вихід клітин, що діляться з анафази.  Він, як відомо, здатний модулювати активність тирозинкінази [6] .  Запропоновний механізм дії хелідоніну, подібний механізму дії колхіцину, і пов’язаний з інгібуванням полімеризації тубуліну [7] , [8] .  І сангвінарін і хелеритрин індукують апоптоз в ракових клітинах [9] , [10] .  Крім того, вони викликають дозозалежне інгібування ангіотензин- і ендотелін-рецепторів [11] і пригнічують активність деяких ферментів, таких як ліпоксигенази і  декарбоксилази ароматичних амінокислот [12] , [13] .  Сангвінарін, як було показано, порушує збирання мікротрубочок [14] і пригнічує активність деяких ферментів [15] , [16] , у той час як механізм дії хелеритрину  незрозумілий.  Було запропоновано, щоб він потужний інгібітор протеїнкінази С [17] , але ця думка пізніше була поставлена ​​під сумнів [18] .  Сангвінарін, берберин і хелеритрин є потужними інтеркаляторами ДНК; їх діяльність, яка провокує двохнитчасті розриви у молекулах ДНК, змінює фізичні властивості ДНК і порушує реплікацію ДНК і синтез мРНК [19] - [21] .  Інший алкалоїд чистотілу, коптізін, знижує проліферацію гладком'язових клітин в судинах [22] і проявляє цитотоксичність проти HT29, LoVo і L-1210 клітин [23] .  Він здатний інгібувати еластазу свинячої підшлункової залози і еластазу слини людини [24] .  Тим не менш, коптізін не був добре вивчений і механізм його дії залишається неясним. 

 Для підвищення протипухлинної активності і зниження неспецифічної цитотоксичності алкалоїдів чистотілу було запропоновано змінити їх шляхом алкілування.  Алкілована фармакологічна форма, яка називається amitozyn (Am) є результатом алкілування  суміші алкалоїдів чистотілу (позбавленої берберину) з N, N'N'-тріетілентіофосфорамід (тіоТЕПА) ( рис.1. ).  Am широко використовується в народній медицині в Східній Європі.  Дійсно, його протипухлинний потенціал був продемонстрований in vitro та in vivo в декількох моделях пухлин [25] .  Однак молекулярний механізм діяльності Am не зрозумілий.  У цій роботі ми приступили до з'ясування його клітинних ефектів.  Ми виявили, що Am прискорює полімеризацію тубуліну in vitro і сприяє появі аберантних мітотичних фенотипів в клітинах HeLa.  Обробка Am  провокує мітотичний блок і викликає апоптоз за допомогою активації мітотичної контрольної точки.  Крім того, Am пригнічує проліферацію трансформованих клітинних ліній.  Важливо відзначити, що препарат також ефективний проти клітин, резистентних до багатьох препаратів, паклітаксел-резистентних або p53-дефіцитних клітин.
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Рис.1. Структура амітозину і 
                                                                                                                             алкалоїдів чистотілу
Матеріали і методи 

Матеріали 

 Напівсинтетичний препарат Am отримували, як описано в додатковій інформації в концентрації 25 мг / мл.  Цей препарат містить основні алкалоїди чистотілу ( рис.1. , рис S1 , таблиця S1 ).  Паклітаксел, етопозид, росковітін, пропідіум йодид РНКази А і McCoy’s  5А середовище були придбані у Sigma.  AZ 3146 був придбаний у Tocris Bioscience.  Температура плавлення агарози, SYBR Green I, поліпшене RPMI Середовище 1640, D-MEM та ембріональна бичача сироватка були придбані у Invitrogen.  LDH цитотоксичність комплект був з Clontech.  Наступні поліклональні антитіла кролика були використані: анти-γ-H2AX і анти-фосфо гістони H3 від Upstate Biotechnology, анти-Pan-актину, анти-розщепленої каспази-9, анти-каспаз-3 і анти-полі ADP рибози полімерази (PARP ), анти-фосфо-PP1α (Thr320), кролячий анти-фосфо-PRB (Ser780) від Cell Signaling, анти-BubR1 від Santa Cruz Biotechnology, FITC-кон'юговані ослячі анти-мишачі анти-кролячі антитіла від Jackson ImmunoResearch і козячі анти -кролик і анти-мишачі HRP-кон'югованих антитіл від Promega.  Наступні мишачих моноклональних антитіл були використані: анти-MPM-2 від Upstate Biotechnology, анти-β-тубуліну від Sigma, анти-циклін В1 від Santa Cruz Biotechnology, анти-PRB 4H1 від Cell Signaling, анти-p27 з Transduction Laboratories і проти -Bcl-2 від Dako. 

 Людини HeLa, KB3, HT29, HCT116, A549, Меса і мишачий B16 і GL26 клітинні лінії були придбані у АТСС.  HeLa клітин, стабільно експресують гістони 2B злиті з EGFP (HeLa-H2B-EGFP) були люб'язно надані Н. Морін (CRBM, Монпельє, Франція).  HCT116 p53 (- / -) з гомозиготним вилученням р53 були люб'язно надані Д. Skoufias (IBS, Гренобль, Франція).  Таксол стійкі A549T12 клітини були отримані з дозволу С. Хорвіц (Альберт Ейнштейн медичний коледж, Нью-Йорк, Нью-Йорк, США).  Таксол стійкі KB-15-PTX/099 клітини були люб'язно надані С. Loganzo (Wyeth досліджень, Перл-Рівер, штат Нью-Йорк, США).  Меса DX5 клітини були люб'язно надані Л. Lafanechère (CNRS, UMR 5168/CEA/IRTSV, Гренобль, Франція). 

 Проточна цитометрія
 Клітини на 60-70% злиття обробляли від 0 до 500 мкг / мл Am на 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48, 60 та 72 год, а потім зібрані шляхом об'єднання разом задіяні і не задіяні клітини.  Потім клітини були проаналізовані двовимірною проточною цитометрією, як описано раніше [26] .  Загалом, клітини наступна фіксація в крижаному 90% метанолі, були промиті три рази в PBS і потім інкубували з анти-MPM2 MAb розбавленими 1:500.  Потім клітини двічі промивали, як описано вище, а потім витримували протягом 30-40 хв при 37 ° C з FITC-сполучених анти-миша Ab розбавлених 1:250.  Після двох етапів промивки, клітини були мічені пропідіум йодидом (PI), ДНК-маркером.  Суспензія забарвлених клітин була проаналізована FACScan (Becton Dickinson проточною цитометрією), використовуючи CellQuest програмне забезпечення.  Для кожного зразка 10 000 результатів були зібрані і агреговані клітини були закриті. 

 Імуноблотінг 

 Оброблені Am та контрольні HeLa клітини збирають, промивають PBS, а потім лізовані в лізисному буфері (50 мМ Тріс, рН 7,4, що містить 250 мМ NaCl, 0,1% NP-40, 0,1 мМ PMSF, апротінін в концентрації 10 мкг / мл, лейпептин в концентрації 10 мкг / мл і 100 мМ NaF) протягом 30 хвилин на льоду.  Тоді, клітинний лізат центрифугували протягом 10 хв при 13000 оборотах на хвилину і концентрацію розчинних білків у супернатанті вимірювали за методом Бредфорда.  Рівні частини білка (20 мкг) були розділені SDS / PAGE, електротрансферовані на нітроцелюлозні мембрани і оброблені відповідним первинним Ab розбавленим 1:1000.  Для лоадинг-контролю анти-пан-актин і анти-β-тубулін антитіла були використані в розведенні 1:1000.  Після інкубації протягом ночі з Ab, мембрану швидко промивали і інкубували протягом 1 год при кімнатній температурі з вторинним HRP-сполученим анти-кролик або анти-миша антитілом, розведених 1:5000.  Нарешті, мембрани були розроблені з ECL (ThermoScientific). 

 Культура клітин, імунофлуоресцентна мікроскопія та зображень живих клітин 

 Антипроліферативна дія Am була проаналізована на 13 різних клітинних лініях.  HeLa, клітини Хел'а, стабільно експресують гістони 2B сполучені з EGFP (HeLa-H2B-EGFP), GL26 і B16 клітини вирощували в середовищі DMEM з додаванням 2 мМ L-глутаміну, 1% пеніциліну / стрептоміцину і 10% FBS.  KB і KB-15-PTX/099 клітини вирощували в тому ж середовищі з додаванням 20% FBS.  KB-15-PTX/099 клітини, вирощені в присутності 2 паклітакселу нМ.  Меса, Меса (DX5) MDR, A549 і A549T12 культивували в середовищі RPMI 1640 з додаванням 2 мМ L-глутаміну, 1% пеніциліну / стрептоміцину і 10% FBS.  Середовищем для A549T12 клітин додатково з додаванням 2 паклітакселу нМ.  HCT116, HCT116 p53 (- / -) і HT29 вирощували в середовищі Маккоя 5А з додаванням 1% пеніциліну / стрептоміцину і 10% FBS.  Усі клітинні лінії були збережені у вологому інкубаторі при 37 ° С у 5% СО2. 

 Клітини були залишені дотримуватися, принаймні 24-36 годин на покриті полі-D-лізином покривні скельця поміщені в 60 см2 чашки Петрі до додавання препарату.  Коли клітини досягли 60-70% злиття, середовище замінювали свіжою доповненою Am в концентраціях до 500 мкг / мл.  Після відповідного часу впливу Am, клітини фіксували зануренням покривних скелець із клітинами  у 2% параформальдегід в PBS протягом 20 хв при 37 ° C.  Після трьох промивок PBS, клітини просочували  0,2% Triton в PBS протягом 5 хв при кімнатній температурі і відразу ж промивали три рази PBS, кожен раз протягом 5-10 хв.  Клітини обробляли анти-β-тубуліну і анти-γ-H2AX Abs розводенням 1:400 і 1:100, відповідно, в буфером антитіл (PBS, що містить 3% БСА, 0,05% Tween і 0,02% азиду натрію).  Клітини потім забарвлювали FITC-сполученим ослячим анти-мишачим та анти-кролик вторинним АБС при розведенні 1:250 протягом 30 хв при 37 ° C.  Нарешті клітини контрастно забарвлювали PI 0,5 мкг / мл.  Зображення були зроблені дослідницьким BX61 моторизованим мікроскопом (Olympus) і аналізувалися за допомогою Volocity програмного забезпечення (Improvision). 

 Щоб візуалізувати динаміку росту клітин у присутності Am, покадрова мікроскопія була використана.  Для візуалізації ми використовували HeLa клітини синхронізовані подвійним блоком тимідину (Допоміжна інформація) і не синхронізовані клітини HeLa, які стабільно експресують гістони 2B сполучені із eGFP.  Клітини були зняті на відео з Leica DMIRE2 інвертованим мікроскопом, як описано раніше [27] .

 Експерименти інгібування контрольної точки

 Для аналізу, чи Am індукує мітотичну контрольну точку, яка залежна від активності Cdk кінази, був використаний хімічний інгібітор росковітін [28].  Після подвійного блоку тимідином, як описано в Допоміжній інформації, HeLa клітини були поміщені у вільне від препаратів середовище.  Після 6 годин клітини обробляли Am (250 мкг / мл) і випускали 11 год пізніше при чотирьох різних умовах: 250 мкг / мл Am, 250 мкг / мл Ам з 10 μΜ росковітіну, 250 мкг / мл Ам з 4-інгібітор μΜ з TTK1 кінази AZ 3146 [29] , і у вільне від препаратів середовище.  Час виходу з мітозу та наявність мітотичної контрольної точки було проаналізовано покадровою мікроскопією та вестерн-блот, відповідно, як описано вище. 

 Аналіз полімеризації мікротрубочок
 Вплив Am на полімеризацію тубуліну вивчали на тубуліні з бичачого мозку, отриманого, як описано [30] .  Тубулін полімеризацію проводили при 37 ° C у PEM буфера (100 мМ PIPES, 1 мМ Na-EGTA і 1 мМ MgCl 2, рН 6,9) шляхом змішування 60 мкМ тубуліну, 4% ДМСО і різні Am концентрації, в загальному обсязі 50 мкл.  Контроль проводився в присутності 2 мкМ паклітаксел або нокодазолом при 20 мкг / мл.  Всі вимірювання проводилися з 96-й фотометром Sunrise (Tecan, Maennedorf, Швейцарія) при 340 нм з інтервалом в 7 секунд.  Статистична значимість даних була проаналізована Microsoft Excel. 

 Для вивчення впливу Am на загальну полімерну масу  тубуліну, тубулінову полімеризацію проводили протягом 24 годин при температурі 37 ° C або у присутності різних кількостей  Am, чи води/ поліетиленгліколю 400/диметилсульфоксиду в пропорції 1.5/1.5/2 (контроль полімеризації) , або з паклітакселом (контроль стабілізації), або нокодазолом (контроль деполімеризації).  Інкубаційні суміші центрифугували при 50000 обертів за хвилину протягом 30 хв, і осад, і надосадову фракції аналізували за допомогою SDS-PAGE. 

 ДНК-кометний форез
 Кометний форез був використаний для визначення здатності Am індукувати двохниткові розриви у ДНК, HeLa.  Клітини, вирощені в 24-лунковоу посуді до 60-70% злиття обробляли різними концентраціями Am протягом 12 год, зафіксували механічно, суспендували із середовища і центрифугували протягом 5 хв при 1000 оборотах на хвилину.  Відновлений клітинний осад суспендували в 1 мл PBS (рН 7,4), і 10 мкл клітинної суспензії змішували з 90 мкл 0,5% легкоплавкої агарози розведеної в PBS і підігрівали до 37 ° C.  Клітинно-агарозна суміш була нанесена на мікроскопічні предметні скельця.  Після застигання агарози скельця були поміщені в холодні (4 ° C) буфери для лізису (10 мМ Тріс, рН 10, 2,5 М NaCl, 100 мМ ЕДТА, 1% Triton) протягом 1 години, потім оброблені лужним розчином (300 мМ NaOH , 1 мМ ЕДТА, рН 13) протягом 20 хв.  Скельця промивали два рази в буфері TBE, кожен раз протягом 10 хв.  Потім, скельця були поміщені в буфер ТВЕ і електрофорез проводили протягом 10-15 хвилин при 1 В на 1 см відстань між електродами.  Тоді скельця двічі промивали дистильованою водою (2 × 5 хв) і поміщали в 70% етанолі протягом 5-10 хв, сушили на повітрі, фарбували SYBR Green I і досліджували у флуоресцентному мікроскопі при 480 нм.  Хвіст комет клітин оброблених Ам порівнювали із хвостами комет необроблених (негативний контроль) клітин або обробляли 5 мкг / мл етопозид (позитивний контроль). 

 Життєздатність клітин і цитотоксичний аналіз
 Порції 1-2 × 10 4 клітин / лунку висіяли в 24-ямковий посудину і інкубували з 0 до 500 мкг / мл Am від 24 до 72 годин.  У визначенй час середовище видаляли і тестували потрійно, використовуючи набір LDH цитотоксичності.  Цитотоксичний аналіз було проведено і результати були розраховані, як описано в посібнику із комлекту.  Паралельно з цим, клітини збирали, обробляли 0,2% трипановим синім і підраховували.  Життєздатність клітин оцінювали як відсоток живих клітин в порівнянні з контрольними.  Аналіз життєздатності проводився двічі у трьох незалежних експериментах.  Статистична значущість різниці між контролем та обробленими групами була визначена Т-критерієм Стьюдента.  P-значення ≤ 0,05 вважалося статистично значущим. 
Результати 

Якісний і кількісний аналіз складу Am 

 Рідинна хроматографія-електророзпилення-іонізаційна-мас-спектрометрія (LC-ESI-MS) і LC-ESI-MS/MS експерименти проводилися для визначення  складу Ам. Відсоткове порівняння площ піків використовувалося для визначення відносного вмісту алкалоїдів в Am ( таблиця S1 , S1 малюнок ).  Ідентифікацію основного алкалоїду хелідоніну було підтверджено виявленням молекул з тим же MS/MS-фрагментаційними паттернами, як і хелідонін стандарт ( рис. S2A , B, C).  Хелідонін з'являється в двох різних часових точках утримання (T R), що може бути пов'язане або з наявністю двох ізомерних форм або різних протиіонів.  Результати MS аналізу показують, що тіоТЕПА  НЕ з’єднана ковалентно з алкалоїдами але, здається, димеризується і, ймовірно, утворює комплекси з алкалоїдами за допомогою електростатичних взаємодій. 

 Стандартний метод високоефективної рідинної хроматографії з УФ-детектуванням при 280 нм був використаний для кількісного визначення основного алкалоїда хелідоніну в amitozyn.  Стандартної концентрація Хелідоніну -  1,25 мм.  Порівняння площ піків з інтеграції сигналів детектора під час елюювання показало концентрації 443 мкМ хелідоніну в препараті Am.  Концентрації хелеритрину (30 мкм), коптізіну (79 мкМ) і тіоТЕПА димера (56 мкм) були розраховані відповідно до відносної площі піка. 

 Загальний Вплив Am на клітини HeLa 

 Обробка несинхронізованих клітин амітозином  концентрацією 125-500 мкг / мл призвела до зупинки клітин в G2 / M фазі.  Відсоток 4N клітин залежить від Am концентрації та часу впливу ( рис. 2A, B ).  Найнижчі Am концентрації, показали, що майже найвищий ефект зупинки був 125 мкг / мл ( рис. 2A ).  Витримка з 125 мкг / мл Am протягом 3 год збільшила відсоток 4N клітин до 44 ± 4%.  Це число збільшилося до 73 ± 7% або 75 ± 6% коли витримка була продовжений до 12 або 24 годин ( рис. 2В ).  Після 24 год витримки, число 4N клітин знизилося, з одночасним збільшенням числа апоптозу клітин, виявлених у результаті збільшення суб-2N-пік ( рис. 2В ).  Забарвлення мітотичних білків моноклональним 2 (MPM2) антитілом, яке розпізнає сімейство білків, що мають однаковий клітинно-мітотичний фосфорильований епітоп [31] показало, що обробка 250 мкг / мл Am протягом 24 год призвела до збільшення мітотичного індексу від 2 ± 0,7 % для необроблених клітин до 52 ± 6% ( рис. 2С ).  Найвищий рівень MPM2 білка спостерігався через 12-24 год обробки Am, в той час як з довшою обробкою Am (48 год) рівень MPM2 значно знизився ( рис. 2С , WB).  Ці результати показують, що amitozyn зупиняє HeLa клітини в M фазі залежним від концентрації і часу чином.
Вплив Am оборотний

 Щоб переконатися, чи ефект Am був оборотним, HeLa клітини синхронізували в G1 / S фазі подвійним блоком тимідину та  п оміщали у нове середовище або середовище із присутністю 250 мкг / мл Am ( рис. 2D ).  Клітини, які після 12 год обробки 250 мкг / мл Am були зупинені в метафазі, при середньому вивільненні мали змогу долати мітотичну зупинку, пройшли мітоз і ділення клітин ( рис. 2D , середній ряд).  Однак, коли клітини обробляли Am протягом 24 год, вони були не в змозі подолати мітотичну зупинку і, отже, піддалися апоптозу або стали поліплоїдними ( рис. 2D , третій рядок).  Ці результати показують, що клітини зупинені в мітозі після обробки Am не піддаються апоптозу відразу і Am є оборотним препаратом. 

 Am викликає апоптоз у клітинах HeLa і модулює рівень супресора росту PRB 

 Ми оцінили рівень загальних ефекторів апоптозу: активування каспази-9, каспаз-3 та полі (АДФ-рибози) PARP-1 [32] - [34] і ріст супресора PRB.  При обробці клітин HeLa з 250 мкг / мл Am збільшилася кількість активованих каспаз-9, каспаз-3 і PARP-1 ( рис. 3А ), відповідно до даних FACScan , які показали, мітотична зупинка за 12 годинної обробки Am ( рис. 2A ) .  Паралельно обробка Am підсилює виробництво PRB білка і його неактивних форм, фосфорильованих в Ser 780 ( рис. 3В ), який співпадає з подіями в мітозі та індукцією апоптозу.
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Малюнок 2. Загальна характеристика дії amitozyn  на клітини HeLa. 

 (A) клітини піддавали впливу різних концентрацій Am протягом 24 і 48 год і відсоток 2N і 4N клітин у трьох незалежних експериментах був оцінена FACScanі нанесений на графік і відображається в нижній панелі.  ▪ - відсоток від 2N клітин після 24 год обробки; □ - відсоток 4N клітин після 24 год обробки; • - відсоток від 2N клітин після 48 год обробки;   - Відсоток 4N клітин після 48 год обробки.  (B) Кінетика дії Am на клітини HeLa.  Клітини були виставлені до 125 мкг / мл Am на період від 0 до 72 год і аналізувалися FACScan.  Відсотки 2N і 4N клітин з трьох незалежних експериментів були побудовані в графіку, показаному в нижній частині.  ▴ - 2N клітин в контролі; Δ-4N клітин в контролі; ♦ - 2N клітини після обробки Am; ◊ - 4N клітини після обробки Am.  (C) FACScan аналіз мітотичного співвідношення клітин після обробки Am.  HeLa клітини піддавали впливу протягом 24 год у різних концентраціях Am, фіксували метанолом, пофарбованих PI і MPM2-FITC і проаналізовані FACScan (верхня панель).  Середній мітотичний індекс з трьох незалежних експериментів був побудований в графі (нижня панель).  Вставка Вестерн-блот показує рівень MPM2  у зазначені моменту часу.  (D) Оборотність ефекту Am .  HeLa клітини були синхронізовані в G1 / S фазі подвійним блоком тимідину і випущені добавками до середовища(верхній ряд), піддаються Am (250 мкг / мл) протягом 12 год з подальшим випуском у середовище на 12 та 24 год (другий рядок ) або випущені в Am (250 мкг / мл) протягом усього експерименту (останній рядок).  Клітини були проаналізовані FACScan, як описано в Матеріали і методи . 

DOI: 10.1371/journal.pone.0057461.g002
Am порушує клітинний цикл в клітинах HeLa й індукує контрольну точку мітозу

 Фосфорильований BuBR1 є індикатором мітотичної контрольної точки [35] .  Збільшення фосфорилювання BuBR1 спостерігалося при обробціAm ( рис. 4 ).  Аналогічна прив’язка до часу була пов'язана із модуляцією кількості цикліну В1 при обробці Am.  Певна кількість Циклін В1 спочатку підвищилася, і дещо знизилася за 48 год обробки ( рис. 4 ).  Крім того, Bcl2 білок, відомий як маркер процесів M-фази [36] , був фосфорильований через обробку Am, який передбачає появу зупинених в мітозі клітин [37] .  Крім того, при обробці Am  протягом 12-24 год значно підвищився рівень фосфорно-PP1α (Thr 320), припускаючи, PP1 інгубування [38] .  Таке низка процесів фосфорилювання, які відбуваються переважно на початку і середині мітозу, була виявлені в багатьох типах клітин зупинених в мітозі [39] .  Сталий мітотичний стан  клітин HeLa під впливом Am також підтримується фосфорилюванням гістона H3, що не спостерігається у клітин у звичайному циклі[40] ( рис. 4 ).  Мітотичне блокування, яка спостерігається при обробці Am Таким чином, найбільш ймовірно, пов'язано з активацією контрольної точки збірки мітотичного веретена.
Обробка також вплинула на рівень негативних регуляторів клітинного циклу, таких як p27.  В 12 год Am не зупинив прогресію клітинного циклу у фазі G1, про що можна судити по зникненню p27. Тим не менш, судячи по невеликому збільшенні p27 в 24 і 48 год можна припустити, що поява тетраплоїдних клітин у G1-фазі виникає з 4N  клітин, що блоковані в мітоз, це узгоджується із покадровими даними ( рис. S3A , B).  Деякі оброблені Am клітини вийшли з мітозу з формуванням мікроядерних клітин і вступили у фазу G1 з подальшим апоптозом ( рис. S3A ).  Цікаво, що при обробці мітотичних клітин HeLa інгібітором контрольної точки AZ 3146 (але не росковітіном) знизився рівень цикліну B, гістона H3, фосфорильованого на Ser 10 і фосфорильованої форми BubR1, що подолав мітотичну контрольну точку і відбулося сприяння виходу з мітозу навіть в наявність Am ( рис. 5а, б ).  Взяті разом, ці результати показують, що Am синхронізує HeLa клітин в M фазі завдяки мітотичному блоку, активізує контрольну точку мітозу, що веде до загибелі клітин в мітозі (9 ± 2% клітин) або до появи тетраплоїдних мікроядерних клітин (91 ± 2% клітин) ( рис. S3B ), з наступним апоптозом і смертю.  Крім того, інгібітори TTK1 AZ 3146 (але не росковітін) можуть ігнорувати індуковану Am мітотичну контрольну точку прискорення виходу із мітозу( рис. 5а, б ).
Am викликає аномальні фенотипи в клітинах HeLa 

 Після впливу на клітини HeLa  Am, ми спостерігали збільшення числа клітин в мітозі.  Детальні спостереження показали, що дозозалежне обробка Am призвела до появи клітин з аномальним мітотичним веретеном.  У клітинах, оброблених 30-125 мкг / мл Ам ми спостерігали біполярне та багатополярне мітотичне веретено ( рис. 6А , другого і третього ряду, відповідно).  У клітинах з біполярним аберантним фенотипом деякі хромосоми не були вирівняні в метафазних платівках і були локалізовані поблизу полюсів веретена.  Крім того, відстань між полюсами веретена була менше (8,5 ± 0,5 мкм), ніж у необроблених клітинах (14,9 ± 0,9 мкм) ( рис. 6А , порівняйте перший і другий рядки і рис S4A ).  У багатополярних аберантних клітин було більше двох полюсів і більше однієї метафазної платівки.  Для порівняння, при обробці високою концентрацією Am (250-500 мкг / мл), веретено поділу було повністю зруйноване, у результаті чого спостерігалися клітини з багатьма дифузними агрегатами тубуліну в цитоплазмі ( рис. 6А , останній рядок).  Фенотипи, які спостерігалися були не схожі на індуковані паклітакселом, коли утворювалися два і більші великі полюси, значно більші, ніж тубулінові агрегати, які спостерігалися після обробки Am  але були схожі  з фенотипом індукованим хелідоніном, вінбластином, нокодазолом і колхіцином ( Малюнок 6B і Малюнок S4B ), припускаючи, що Am може впливати на динаміку мікротрубочок за аналогічним механізмом.

У клітинах оброблених 15-30 мкг/мл Ам число аберантних мітотичних клітин І типу зросло в 5-8 разів порівняно із контрольною групою, коли обробка 125 мкг/мл Ам призводить до зникнення клітин із нормальними мітотичними веретенами, що супроводжується індукцією близько 75% аберантних біполярних клітин І типу, і 25% аберантних мультиполярних клітин ІІ типу(Рисунок 6С). При обробці Ам дозою 250 мкг/мл спостерігалася поява мітотичних клітин типу ІІІ, де всі тубулін вмісні агрегати дифундували в цитоплазму. Інтерфазні клітини, які оброблялися 15-125 мкг/мл амітозином мали нормальні або слабо змінені мікро трубочки.
[image: image3.emf]
Малюнок 3. Активація апоптозних маркерів і модуляція рівня PRB за впливу Am. 

 HeLa клітини обробляли 250 мкг / мл Ам на 12, 24 і 48 год.  В якості контролю (C) ми використовували необроблені клітини, вирощені в протягом 48 годин.  Клітинні лізати отримували, як описано в «Матеріали і методи» , а рівень активованих каспаз-9, каспаз-3 і розщепленого PARP (A), а загальна PRB і PRB фосфорильованого на Ser 780 (B) були проаналізовані Вестерн-блотом.  β-тубулін і актин були використані в якості завантаження елементів контролю. 

DOI: 10.1371/journal.pone.0057461.g003

[image: image4.emf]
Малюнок 4. Збудження сигналізації клітин і активація точки контролю мітозу в клітинах HeLa після обробки Am. 

 HeLa клітини обробляли 250 мкг / мл Ам на 12, 24 і 48 год.  В якості контролю (C) ми використовували необроблені клітини, вирощені в протягом 48 годин.  Клітинні лізати отримували, як описано в «Матеріали і методи» , і рівень зазначених білків аналізували за допомогою Вестерн-блоту.  Актин використовували в якості контролю завантаження. 

DOI: 10.1371/journal.pone.0057461.g004

[image: image5.emf]Малюнок 5. Вплив росковітіна і AZ 3146 на веретено поділу в клітинах HeLa заблокованих Am. Часовий інтервал (А) та вестерн-блот аналізу (B) аналізують  прогресію мітотичних клітин після обробки росковітіном і AZ 3146. HeLa клітини були синхронізовані подвійною тимідіновою блокадою та поміщені у вільне від препаратів середовище. Після 6 годин клітини обробляли 250 мг / мл Am. 5:00 пізніше ДМСО (контроль), росковітін (10 мМ) і AZ3146 (4 мм) були додані. Інша частина клітин знаходилася у чистому середовищі. У фіксованих часових інтервалах клітини обробляли трипсином і клітинний лізат аналізували за допомогою вестерн-блоттингу, як описано в Матеріалах і методах. Актин використовували для контролю лоадингу.
[image: image6.emf]
Малюнок 6. Вплив Амітозину на морфологію клітин і полімеризацію тубуліну in vitro. HeLa клітини обробляли 0, 15, 30, 60, 125,

250 мг / мл розчином  Амітозину протягом 8 год, фіксували і фарбували анти-тубуліном Ab (зелений) і PI (червоний). Мітотичні фенотипи А і В вивчалися після обробки Амітозином і Хелідоніном (Chel) відповідно. C і D, співвідношення різних фенотипів в мітотичних клітинних популяцій після Am і Chel лікування, відповідно. Відсоток клітин з білим - нормальним мітотичним веретеном, сірим - порушення мітотичного веретена типу I; затіненим - порушення мітотичного веретена типу II, чорним - порушення мітотичного веретена типу III. Інтерфазні клітими досліджували у присутності амітозину і хелідоніу. HeLa клітини піддавали впливу амітозину і хелідоніну зазначеної батареї концентрацій, фіксували і фарбували анти-тубуліном Ab. Концентрацію препарату показано в мг / мл. (F) Вплив амітозину на полімеризацію тубуліну in vitro. Тубулін (60 мм) був полімеризований протягом 10 хв при 37uC в присутності 0-500 мг / мл амітозину, як описано в Матеріалах і методах.

Коли інтерфазні клітини обробляли 125-250 мг / мл Am, їх мікротрубочки, як виявилося, змінювали форму і щільність (рис. 6E, перший рядок), що є схожим на зображення, яке спостерігалося після обробкою 40-80 мг / мл хелідоніном ( Малюнок 6E, у другому ряду). Як показано на малюнку 2D, синхронізовані клітини в G1 / S фазі мітозу можуть підлягати мітозу в присутності Am, без затримок у фазі G1, S, G2, припускаючи, що Амітозин блокує метафазу клітинного циклу, подібно до більшості блокаторів мікротубулоутворення.

Амітозин змінює динаміку полімеризації тубуліну in vitro 

Ми проаналізували полімеризацію тубуліну великої рогатої худоби у присутності амітозину, в порівнянні з ефектом, що чиниться паклітакселом і нокодазолом. У присутності 30-500 мг / мл амітозину швидкість полімеризації тубуліну збільшилася. Тим не менш, загальна кількість полімеризованого тубуліну не була змінена амітозином (рис. 6F). На відміну від амітозину, хелідонін інгібує полімеризацію тубуліну у відповідності з раніше опублікованими даними [7] (рис. S5). Як профіль полімеризації відрізняється від того, що було отримано у присутності нокодазола, хелідоніну і паклітаксела, можна зробити висновок, що Am має інший механізм дії in vitro, і найбільш імовірно діє шляхом прискорення збірки тубуліну.

Am не викликає пошкодження (розломів) дволанцюгової ДНК

.

Деякі з ДНК-пошкоджуючих агентів можуть спровокувати зупинку клітинного циклу клітин ссавців в G2 / M переходу.Так як у амітозині є хелеритрин, який може гіпотетично викликати розломи дволанцюгової ДНК, ми оцінили імовірність пошкодження ДНК амітозином в клітинах HeLa. Як виявилось, дволанцюгова ДНК розпадається набуваючи вигляду хвостів комет в оброблених амітозином клітинах, що порівняльно досліджувались з етопозид-обробленими та необробленми клітинами. Ми використовували етопозид для позитивного контролю, тому що етопозид є антираковим препаратом, що викликає розриви ниток клітинної ДНК шляхом інгібування топоізомерази II-специфічно опосередкованої до розщепленої молекули ДНК [41]. Обробка клітин HeLa з 500 мг / мл Am протягом 12 годин не збільшує співвідношення клітин з розривами дволанцюжкової ДНК, в той час значно більша кількість "хвостів" спостерігається під час лікування етопозидом (рис. 7а, б). Щоб уникнути індукції розривів дволанцюгової ДНК, що могли б бути викликані апоптозом, обробка етопозидом не проводилося довше ніж протягом

12 год. Розриви дволанцюгової ДНК індукуються фосфорилюванням H2AX гістонів, які можуть бути візуалізовані за допомогою імунофлуоресцентного фарбування фосфорілірованний з-H2AX. Тим не менш, з-H2AX гістонів не було видно ні в клітинах, оброблених 500 мг / мл Am протягом 12 год ні в  необробленому ними препараті (рис. 7а), підтвердивши тим самим, що амітозин не викликає розривів дволанцюгової ДНК. Ці результати показують, що амітозин впливає на клітини відмінно від ДНК-пошкоджуючих агентів.

Am пригнічує проліферацію клітин.

Ми помітили, що амітозин знижує життєздатність клітин і індукує цитотоксичний ефект у клітинах HeLa. Приблизно половина клітини HeLa були нездатні розмножуватися при 30 мг / мл амітозину, що був застосований, протягом, принаймні, 72 годин. Проліферація клітин майже повністю блокується при обробці р-ном амітозину з концентрацією вище 60 мг / мл (рис. 8А). Паралельно цитотоксичність амітозину оцінюється за допомогою аналізу рилізінгу лактатдегідрогенази (ЛДГ). Лактатдегідрогеназа (ЛДГ) є розчинним цитозольним ферментом, який виділяється в культуральному середовищі після втрати цілісності мембран і який служить в якості загальногого аналітичного агенту  для оцінки цитотоксичності в результаті діяльності хімічних сполук або токсичних факторів навколишнього середовища  [42]. Лікування амітозином  протягом 12-24 год зумовлювало низький цитотоксичний ефект (близько 2-7%), але після 48 год лікування цитотоксичність збільшилася до 80-96% (рис. 8Б). Час максимального ЛДГ-релізінгу (48 год) збігався зі стійкою активацією каспази-3, каспази-9 та PARP (рис. 3А). Ці результати у поєднанні із спостережуваними фенотипічними змінами, викликані амітозином, показують, що загибель клітин може виникнути в результаті індукованої тривалою дією амітозину мітотичної зупинки к.ц. або аберантних виходів з мітозу призводить до появи мікроядерних клітин і апоптозу.

Обнадійливі результати отримані на лінії HeLa є непоганим підґрунтям для проведення тестувань даного препарату на інших клітинах, таких як клітини з хромосомною нестабільностю (CIN), а також клітини з мутантними p53, або взагалі позбавлених ​​p53, мультиагентною стійкістю або паклітаксел-резистентних клітин та їх чутливими до даних ліків аналогами. Крім того, дві лінії мишей, хворих раком були також проаналізовані. Для того, щоб порівняти ефективність амітозину , які ми визначали за життєздатністю клітин для їхніх різних ліній (рис. 8 і Малюнок 9) і розрахуванням конц. IG50 на різних етапах лікування амітозином (табл. 1).

HT29, лінії ракових клітин з хромосомною нестабільності, як було показано, були не в змозі виробляти регулятор мітотичного веретена поділу білок BUBR1, що призводило до ненормальної реакції на препарати, що індукують розриви мікротрубочок відповідь на мікро трубочок, що призводить до невеликої кількості поділів клітин і немає чіткого веретена поділу під часу мітозу, як і точного мітотичного індексу[ 43]. Незважаючи на малий час подвоєння клітин HT29 (19,5 год), IG50 протягом 72 год лікування амітозином були відносно високими (табл. 1), проте, при 120 ч експозиції амітозином, IG50 знизилася до 4064 мг / мл (дані не представлені ), показуючи, що тривала обробка амітозином викликає масову загибель клітин. Ці дані дозволяють припустити, що навіть якщо оброблені амітозином CIN клітини зможуть уникнути мітотичної катастрофи через збільшення плоїдності, накопичення хромосомних аберацій стає критичною в певний момент і викликає загибель клітин. Точний механізм цього явища вимагає додаткового дослідження.

Відомо, що багато ракових клітин мають високий показник інактивованого білка p53, який змінює їх чутливість до лікарських препаратів [44-47]. Щоб з'ясувати, чи залежить вплив амітозину від статусу активності p53 , ми використовували HCT116 і HCT116 p53. У (2/2) клітинних ліній. Ми помітили, що присутність інтактного p53 не значно збільшиує чутливість HCT116 Ат після 72 год впливу (табл. 1 і рис 9). Ефект амітозину і паклітакселу на Меса з множинною лікарською стійкістю (DX5) і Меса не-стійких клітин було добре досліджено. Ми помітили, що IG50 для паклітакселу в момент часу 72 години було

260,2 нМ для Меса і 2462 нм для Меса DX5 MDR клітин (рис. 8C, D). На відміну від цього, не було суттєвої різниці між амітозином IG50 для меса і меса DX5

MDR клітин в ідентичних часових інтервалах (рис. 8C, D і табл. 1).

Це чудовий результат в контексті хіміотерапії препарато-резистентного раку, так як меса DX5 клітини містять активні PGP токсиноекстрагуючі (ефлюкторні) насоси [48].
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Малюнок 7. Вплив амітозину на цілісність ДНК. (A) дволанцюгової ДНК розриви проаналізувано ДНК-кометним форезом (ліва колонка) і імунофлюоресцентною мікроскопією (права колонка). Верхній ряд - необроблені клітини HeLa (C), другий рядок - клітини обробляли 5 мг / мл етопозидом (позитивний контроль), останній рядок - клітини обробляли 250 мг / мл амітозином протягом 12 годин. Хвіст комет і гістонів з-H2AX візуалізували за допомогою імунофлуоресцентної мікроскопії, що вказує на наявність розриву у дволанцюговій ДНК. (B) відсоток клітин, що містять розриви дволанцюгової ДНК, виявлені методом комет. 

Так як амітозин здатний активувати полімеризацію тубуліну in vitro, він представляє інтерес для вивчення дії на клітини, що виявилися стійкими  до паклітаксела, зазвичай використовується як стабілізатор мікротрубочок. Ми проаналізували вплив амітозину на паклітаксел стійкі KB-15-PTX/099 і A549-T12 клітини і її паклітаксел-чутливі аналоги, КБ і A549 відповідно [49,50]. Паклітаксел-стійких KB-15-PTX/099, вирощених в групі паклітаксел середовищі протягом 72 год, близько 12 разів більш чутливі до амітозину, ніж паклітаксел-чутливі аналогові клітини (табл. 1). Паклітаксел  зменшує чутливість KB-15-PTX/099 для амітозину (табл. 1 і рис 9С). Паклітаксел стійкі A549-T12 клітини, вирощені в присутності 2 паклітакселу нМ протягом 72 год і не проявляють стійкість до Am: як показано в Таблиці 1 та на рисунку 9D, IG50 для A549-T12 не відрізняється від своїх чутливих аналогових A549, на відміну від KB-15-PTX/099 клітин. Ці результати свідчать про важливість майбутніх експериментів на тваринних моделях.

Нарешті, для вивчення впливу амітозину на не людських клітинах ми використовували клітинні лінії мишей з меланомою В16 і мишей з гліобластомою GL26. Як показано на малюнку 9А і рис S6, амітозин перешкоджає поширенню обох ліній, поступаючись IG50 порівнянно із спостережуваними, наприклад, для Меса і A549 клітин (табл. 1).

Обговорення

Ми демонструємо, що обробка напівсинтетичним препаратом "Амітозин" у високих концентраціях призводить до загибелі клітин шляхом апоптозу. Лікування амітозином активує каспазу-9, каспазу-3 і PARP, загальні показники апоптозу і модульовані вираження рівня зростання супресорів PRB. Дійсно, після лікування амітозином, ми спостерігали збільшення Rb, а також в його фосфорильованій формі. Під час M-до-G1 переходу, PRB поступово дефосфорилювався, повертаючись до несприятливого для зростання гіпофосфорильованого стану [51,52]. Схоже, таким чином, амітозин  блокує поділ клітини M-фазі, як показано на максимальному рівні гіперфосфорильованого Rb, що спостерігаються після 12-24 годин після лікування. Тим не менше, після 48 годин лікування амітозином, рівень фосфорильованих форм Rb знизилася в результаті часткового M-до-G1 переходу або апоптозу. Результати регульованих часових переходів (рис. S3) показують, що вихід M-G1 не є редуктивним і призводить до утворення тетраплоїдних клітин.

Rb фосфорилювання індуковане обробкою амітозином співпало зі змінами у статусі фосфорилювання BubR1, мітотичної кінази утворення веретена поділу, внесення змін до BubR1 діяльності. BubR1 є посередником білка відповідального за  кріплення мікротрубочок до кінетохорів і маркером для регулювання утворення та прикріплення веретена поділу до кінетохорів в клітинному циклі мітотичного типу. Таким чином, порушення BubR1 є результатом нестабільного функціонування хромосом і втрати контролю над веретеном поділу [53]. Дані, отримані in vitro, свідчать про те, що ступінь фосфорильованності BubR1 важливий для контролю над в.п. в анафазо-промоутерному комплексі (циклосомі) [54] і на статичному (репресованому) веретені поділу [55]. Наші експерименти, які виявили високий ступінь фосфорилювання білка BubR1 після обробки амітозином наочно демонструють активацію мітотичного веретена поділу. Крім того, спостерігаються флуктуації в рівні В1, цикліну, фактору, який керує переходом від G2 фази до фази M, є підстави вважати, що амітозин сповільнює утворення в.п.
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Малюнок 8. Вплив амітозину на життєздатність клітин. (A) HeLa клітини обробляли амітозином протягом 72 год, як описано в “Матеріалах і методах” і життєздатність клітин вимірювали за допомогою забарвлення трипановим синім. Цитотоксичний ефект (б) амітозину було оцінено після зазначеного періоду використання LDH комплексу. Середні дані трьох незалежних експериментів. (C) "Меса" клітини і множинною стійкістю до препаратів. Меса DX5 клітини обробляли або амітозином або з паклітакселом (D) протягом 72 год і життєздатність клітин вимірювали вищеописаними методами.

Ми помітили, що рівень Цикліну B1, який спочатку був підвищений дещо зменшилася в 48 год лікування (рис. 4). Циклін В1 починає накопичуватися в G2 фазі і досягає пікового рівня незадовго до його руйнування в метафазі. Він починає розкладатися на початку метафази [56]за умови убіквітин-опосередкованого протеолізу [57].Активація чекпоінту веретена поділу, при порушенні його структури за допомогою нокодазола або колхіциу інгібує деградацію цикліну B1 [58]. Аналогічні результати були отримані при лікуванні амітозином, після 24 год лікування амітозином, рівень цикліну В1 був стабільним,що дає підстави справедливо вважати, що амітозин породжує (фактори) утворення веретена поділу, яке інгібує деградацію цикліну B1.

Bcl2 білок, відомий як маркер метафази [36] було фосфорильовано при обробці амітозином, що прояснює факт цитостатичного ефекту [37]. Крім того, обробка амітозином протягом 12-24 год значно підвищило рівень фосфо-PP1a (Thr 320) обумовлюючи, PP1 гальмування [38]. Відомо, що активований (дефосфорильований) PP1a дефосфорилює фосфо-Rb білок в кінці мітозу до повного дефосфорилювання в наступному періоді G1, який пригнічує прогресію клітинного циклу (мітотичний індекс). Обробка амітозином протягом 48 год знизило рівень як фосфо-PP1a (Thr 320) та фосфорно-Rb білка, що вказує на частковий перехід клітин у фазу G1 при зниженні співвідношення мітотичних клітин.Стабільний мітоз HeLa пояснюється обробкою амітозином, також цього можна досягти фосфорилюванням гістону H3, який не було виявивлено у клітинах на різних стадіях їхнього циклу[40]. Фосфорильовані гистона H3 була зменшена на 48 год лікування Am, демонструючи зниження мітотичного індексу. Обробка мітотичних клітин  інгібітором AZ 3146, а не росковітіном знизила рівень цикліну В1, фосфорильованих BubR1 і гістону H3 (рис. 5а, б). AZ 3146,єінгібітором утворення кріплення для веретена поділу на центромерах і сприяє мітотичному виходу.

Слід зазначити, що негативний регулятор клітинного циклу, такий як p27 вплинув на лікування амітозином. p27 був ідентифікований як CDK (циклін-залежна кіназа), інгібуючий білок, індукований різними антипроліферативними факторами та сигналами, які призвели до зупинки клітинного циклу на фазі G0 або G1 клітинного циклу [59]. У природних умовах, p27 може перешкоджати кіназній діяльності різних циклін-CDK комплексів і здатний до затримки прогресії клітинного циклу [60].зникнення  p27, що спостерігалося при обробці амітозином, доводять, що амітозин не зупиняє прогресію клітинного циклу у фазі G1. Ці дані виступають за сильне порушення клітинного циклу, що призводить до накопичення клітин М-фази Мітотичного блоку спостерігається при лікуванні амітозином є імовірно за рахунок активації збірки мікротрубочок та утворення архітектонічних структур веретена поділу.
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Малюнок 9. Антипроліферативний ефект амітозину в різних клітинних лініях. Клітини обробляли амітозином у зазначених концентрацях  протягом 72 год, як описано в Матеріалах і методах. Життєздатність клітин визначали шляхом виключення трипанового синього.

Таблиця 1. Інгібування росту виражається в IG50 значеннях амітозину для різних клітинних ліній.

Клітинна лінія IG50 (мг / мл)

[image: image10.emf]
Клітини обробляються 0-500 мг / мл амітозину В 72 год клітини збирають тріпсінізацією і співвідношення життєздатних клітин оцінювали за виключенням трипанового синього. Показник IG50 було оцінено за індексом життєздатності клітин і він являє собою середнє значення трьох незалежних експериментах.

Грунтуючись на наших результатах, ми вважаємо, що блокування точки утворення веретена поділу та формування його у зв'язку з фосфорилюванням/дефосфорилюванням микротрубочок за умови обробки амітозином можуть проходити за декількома механізмами. Перший - клітини залишаються заблоковані в мітозі при тривалому блокуванні утворення веретена поділу що призводить до тетраплоїдизації і переходу клітин в G1 фазі другого циклу поділу клітин. Другий - клітина з пошкодженим веретеном поділу залишається здатною до поділу, в результаті чого клітини що переходять у G1 фазу 2-го періоду клітинного циклу є анеуплоїдними. Третій - клітина, що перетерпіла зупинку формування веретена поділу підлягає апоптозу. Кожен варіант може коррелювати залежно від концентрації амітозину і його здатності викликати появу того чи іншого мітотичного фенотипу. Цікаво, що значна кількість цитотоксичних ефектів, викликаних амітозином в клітинах HeLa були виявлені тільки після 48 год лікування, що співпадало з максимальним ступенем активації  каспази-3 і каспази-9 після активації точки зупинки мітозу. Ці результати показують, що амітозин переважно вбиває клітини, що активно діляться після їх вступу в мітоз.

Важливо відзначити, що амітозин ефективно пригнічував ріст ліній клітин полірезистентних до інших препаратів, таких як меса DX5 MDR, які відзначаються високою активністю протитоксинового насоса PGP і мають значний опір до багатьох цитостатиків. Крім того, паклітаксел-стійкі клітинні лінії A549T12 так само гальмуються амітозином як і їхні аналоги, A549, що не виявляють палітаксел-резистентності. Крім того, таксол стійкі KB15 PTX клітини були ще більш чутливі до амітозину, ніж таксол-чутливі клітини KB. Ми вважаємо, що спостережувана різниця між A549T12 і KB 15 PTX у випадку чутливості до амітозину залежить від конкретної мутації тубуліну, що відбулася у цих клітинах. A549T12 клітини містять гетерозиготні мутації у точці alpha379 (Ser, на Ser / Arg) в Kalpha1-тубуліні [61].

Паклітаксел-стійкі KB 15 PTX клітини мають мутацію Asp26Glu в групі паклітаксел-зв'язуючій області бета-тубуліну [49]. Порівняння антипроліферативного впливу амітозину на HCT116 (p53 позитивний) з HCT116 (p53 нульовий) лінії клітин показало, що клітини з неушкодженим p53 не були більш чутливими до амітозину, ніж клітини з р53 нульовим. Цікаво, що пригнічення росту клітин HT29 з хромосомною нестабільністю при обробці амітозином мали сповільнений процес росту, на відміну від попередньо досліджених ліній клітин. Опубліковані дані свідчать про скромний антипроліферативний потенціал хелідоніну (Таблиця S2). IG50 з хелідоніном-9 варіюється від 2,58 мМ для A375 клітин більше 141 мм для A549 клітин [9,62-66]. Розрахунки відносно IG50 з хелідоніном в амітозині для HeLa, HT29 і А549 був 0,478 мМ, 1,7 мм, 1,45 мм відповідно. Ці значення є значно нижчими, ніж опубліковані показники концентрації IG50 для немодифікованого хелідоніну: 85 мм, 16,7 мм і 0,141 мМ для HeLa, HT29 і А549 відповідно [63,66].

Ми доводимо, що амітозин збільшує швидкість полімеризації тубуліну in vitro, у закономірній залежності від концентрації. Незважаючи на активацію МТС, полімеризаційний ефект амітозину відрізняється від ефекту таксолу, що збільшує загальну масу полімеру тубуліну і викликає абсолютно різні фенотипові варіації в лінії клітин HeLa. Залежність має схожий характер для хелідоніну, що відрізняється від основного компоненту амітозину, який інгібує полімеризацію тубуліну в пробірці і має конкурентні властивості відносно колхіцин-зв'язуючого сайту [7]. З іншого боку, як, амітозин так і хелідонін, викликають три аналогічних типи аномальних мітотичних фенотипів в клітинах HeLa, порушують клітинний цикл, і зупиняють к.ц. у Метафазі. Таким чином, амітозин і хелідонін мають різний вплив на полімеризацію тубуліну in vitro, але викликають схожі мітотичні аберації в живих клітинах. Цілком можливо, що зміна хелідоніну за допомогою тіоТЕПА модулює потужність цього алкалоїду щодо інгібування полімеризації тубуліну in vitro, тепер амітозин відіграє роль слабкого стабілізатора процесу збирання мікротрубочок. Можливо також, що всередині клітини амітозин набуває деполімеризаційних властивостей в результаті метаболічних змін.

Екстраговані із чистотілу напівсинтетичні препарати можуть бути добуті та модифіковані без великих витрат. Дозозалежний і оборотно-антипроліферативний вплив амітозину спостерігається в ряді трансформованих клітинних ліній відкриває шлях до подальшого доклінічної оцінки цього цитостатика.

Допоміжна інформація

Малюнок S1 УФ-Просвічення амітозину здійснюється при 280 нм.

(TIF)

Малюнок S2 MS / MS фрагментація хелідоніну. (A) хелідонін стандартний (B) хелідонін в амітозині, TR = 12,67. (C) хелідонін в амітозині, TR = 16,19

(TIF)

Малюнок S3 зображує антипроліферативну дію амітозину. (A)на сповільненій візуалізації HeLa H2B-GFP клітини, оброблені амітозином. Не синхронізовані клітини піддавали впливу з 125 мг / мл амітозину і зняли за допомогою інвертованого мікроскопу, як описано в Матеріалах і методах. Диференціальний інтерференційний контраст (DIC) і GFP флуоресценція контролювали кожні 10 хв протягом 72 годин. Стрілки показують інтерфазні (I), мітотичні (M), мікроядерні (MN) і апоптозні (клітини), відповідно. (B) Статистичний аналіз мітотичної смерті і мікроядерності при обробці амітозином. Частина 150 кліток в мітозі були протестовані таким чином і відсоток відмирання (MD) і мікроядерності (MN) клітин оцінювали.

(TIF)

Малюнок S4 (A) Аналіз відстані між полюсами веретена в контрольних і оброблених клітинах. (B)Порівняльні дані, добуті при обробці 10 нМ вінбластином (VIN), 10 нМ паклітакселом (PTX), 1 мг / мл нокодазолом (N) і 50 нм колхіцином (Col).

(TIF)

Малюнок S5 Вплив хелідоніну на полімеризацію тубуліну in vitro. Тубулін (l = 60 мм) було полімеризовано протягом 20 хв при 37uC у присутності 0-10 мм хелідоніну, як описано в

Матеріали і методи.

(TIF)

Малюнок S6 Вплив амітозину на мишачі клітини. B16 (А) і GL26 (B) клітини піддавали впливу амітозину у різних концентраціях протягом 72 год і аналізували FACScan.

(TIF)

Таблиця S1 демонстрація складу амітозину.

(XLS)

Таблиця S2 демонструє антипроліферативний потенціал хелідоніну

(Дана література).

(XLS)
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