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Jad pszczeli i melityna hamujg aktywacje receptora czynnika
wzrostu w raku piersi HER2-dodatnim i potrdjnie ujemnym

Ciara Duffy1,2,3,4, Anabel Sorolla 2,4{Edina Wang 2,4, Emily Golden2,4, Eleanor Woodward2,4, Kathleen Davern4,5, Diwei Ho6 Elizabeth ,

Johnstone4,7,8, Kevin Pfleger4,7,8,9, Andrew Redfern10, K. Swaminathan Iyer5, Boris Baer11 i Pilar Blancafort

1,2,4,12

Pomimo dziesie cioleci badan, mechanizmy molekularne i selektywnos$¢ biomolekularnych sktadnikéw jadu pszczoty miodnej (Apis mellifera) jako
sSrodkéw przeciwnowotworowych pozostajg w duzej mierze nieznane. W niniejszym artykule wykazujemy, ze jad pszczoty miodnej i jego gtéwny
sktadnik melittyna silnie indukujg $mier¢ komorek, szczegélnie w agresywnych podtypach raka piersi potréjnie ujemnym i HER2-bogatym.

Jad pszczeli i melittyna hamuja aktywacje EGFR i HER2, zaktécajgc fosforylacje tych receptoréw w btonie plazmatycznej komoérek raka
piersi. Badania mutacji ujawniajg, ze dodatnio natadowana sekwencja C-koricowa melittyny posredniczy w interakgji z btong plazmatyczna
i aktywnosci przeciwnowotworowej. Inzynieria motywu RGD dodatkowo wzmacnia kierowanie melittyny do komérek ztosliwych przy
minimalnej toksycznosci dla komérek normalnych. Na koniec, podanie melittyny wzmacnia dziatanie docetakselu w hamowaniu

wzrostu guza piersi w modelu alloprzeszczepu. Nasza praca ujawnia mechanizm molekularny lezgcy u podstaw selektywnosci
przeciwnowotworowej melittyny i przedstawia strategie leczenia ukierunkowane na agresywne

nowotwory piersi. npj Precision Oncology (2020) 4:24; https://doi.org/10.1038/s41698-020-00129-0
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Europejska pszczota miodna (Apis mellifera) jest zrédtem wielu produktéw
stosowanych w medycynie przez ludzi, takich jak miéd, propolis i jad od
tysie cy lat1 . Jednak molekularne czynniki determinujgce aktywnosc
przeciwnowotworowg jadu pszczelego pozostajg stabo poznane,
szczegolnie w przypadku raka piersi, najcze stszego nowotworu u kobiet
na $wiecie2 . Zrozumienie molekularnych podstaw i swoistosci jadu
pszczelego przeciwko komdrkom nowotworowym jest kluczowe dla
opracowywania i optymalizacji nowych skutecznych terapii z naturalnego
produktu, ktdry jest szeroko doste pny i optacalny w produkgcji w wielu
spotecznosciach na catym Swiecie.

Aktywnym sktadnikiem jadu pszczelego jest melityna, ktéra stanowi
potowe suchej masy jadu pszczelego3,4 . Melityna to
dodatnio natadowany, amfipatyczny peptyd ztozony z 26 aminokwaséw5, ktéry
wigze si¢ z fosfolipidami dwuwarstwy btonowej, powodujgc Smier¢ komorki
poprzez tworzenie toroidalnych poréw transbtonowych o $rednicy okoto 4,4 nm,
ktére mogg umozliwiac internalizacje dodatkowych matych czasteczek o dziataniu
cytotoksycznym4,6,7 .

Zaréwno jad pszczeli, jak i melityna wykazaty dziatanie

w komorkach raka piersi i czerniaka MCF719. Jad pszczeli i melityna
réwniez indukowaty apoptoze w komérkach MCF720 i zmniejszaty
zywotno$¢ komoérek i migracje w komérkach raka piersi MDA-MB-23121,22.
Jad pszczoty miodnej zmniejszyt przerzuty raka piersi do ptuc23,
zahamowat wzrost guza i wydtuzyt przezycie u myszy ze spontanicznymi
guzami raka piersi24. Wie kszo$¢ aktywnosci przeciwnowotworowej jadu
pszczoty miodnej przypisuje sie melittynie25 poprzez hamowanie osi
PI3K/Akt/mTOR w raku piersi21, MAPK w czerniaku26, JAK2/STAT3 w raku
jajnika12 i szlakéw sygnatowych NFkB w komérkach raka ptuc18. W
przeciwienstwie do jadu pszczoty miodnej, jad trzmiela (Bombus terrestris)
nie zawiera melittyny27, ale zawiera wydzielniczg fosfolipaze A2, ktéra
indukuje apoptoze poprzez hamowanie fosforylacji Akt w ludzkich
komérkach przewlektej biataczki szpikowej28.

Wedtug naszej wiedzy, nie badano wptywu réznych jadéw pszczelich i
melittyny na podtypy raka piersi w poréwnaniu z komérkami
nieprzeksztatconymi. Potréjnie ujemne raki piersi (TNBC, pozbawione
ekspresji receptoréw estrogenu i progesteronu, a takze receptora

przeciwnowotworowe w przypadku czerniaka8, czyli niedrobnokomarkowego ralkilpkiego naskérkowego czynnika wzrostu 2, HER229) sg agresywne i

glejak wielopostaciowy10, biataczka11, jajnik12, szyjka macicy13 i rak
trzustki14, z wyzsza cytotoksycznoscig w komoérkach nowotworowych w
poréwnaniu do komérek nieprzeksztatconych8,11,14,15. Nanoczgsteczki
melittyny byty stosowane w celu zahamowania przerzutéw do watroby
poprzezimmunomodulacje komoérek srédbtonka zatok watrobowych16.
Zgtaszano addytywne i synergistyczne dziatanie przeciwnowotworowe
mie dzy jadem pszcz6t miodnych a innymi metodami terapeutycznymi, w

tym z cisplatyng w nowotworach szyjki macicy i krtani17 oraz z
docetakselem w komérkach raka ptuc18. Podobne interakcje wykazano

wigzg sie z najgorszymi wynikami30-33. Okoto 50% TNBC nadmiernie
ekspresuje receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR)34, a guzy
wzbogacone w HER2 nadmiernie ekspresujg HER2, inny receptor kinazy
tyrozynowej (RTK), ktéry nadaje sygnalizacje onkogenng, cze sto zalezng
od szlaku PI3K/Akt34. Blokowanie sygnalizacji EGFR w TNBC za pomocg
standardowych terapii wykazato ograniczong skutecznos¢ kliniczng we
wczesnej fazie badan klinicznych z powodu braku zaleznosci od szlaku
EGFR i znaczenia szlakéw pobocznych35. Chociaz terapie ukierunkowane
na HER2 znacznie poprawity mediane

mie dzy melittyng a buforowanym fosforanem roztworem soli fizjologicznej poddanym dziataniu osocza

2. Wydziat Nauk Humanistycznych, Uniwersytet Australii Zachodniej, Perth, WA 6009, Australia.
3

6009, Australia Biologia energii roslin, Uniwersytet Australii Zachodniej, Perth, WA 6009, Australia. 5 6009, Australia,

6. Osrodek badar nad przeciwciatami monoklonalnymi (MAb), Instytut Badari Medycznych Harry'ego Perkinsa, Perth, WA 6009, Australia

Australia Zachodnia, Perth, WA 6009, Australia.

7 Molekularnej i Farmakologii, Instytut Badarn Medycznych Harry'ego Perkinsa, Perth, WA 6009, Australia.

Grupa Epigenetyki Raka, Instytut Badar Medycznych Harry'ego Perkinsa, Perth, WA
* Centrum Badar Medycznych, Uniwersytet Australii Zachodniej, Perth, WA

Wydziat Nauk Molekularnych, Uniwersytet Endokrynologii
8 australijski

Centre for Personalised Therapeutics Technologies, Perth, Australia. of Western Australia, Perth, WA 6009, ° Dimerix Limited; Nedlands, Perth, WA 6009, Australia. 10Szkota Medyczna, The University Research Council
Australia. 11Centre for Integrative Bee Research (CIBER), Department of Entomology; University of California Riverside, Riverside, CA 92521, USA. 12The Greehey Children's Cancer Research Institute, The University of

Texas Health Science Center w San Antonio, San Antonio, TX 78229, USA. email: pilar.blancafort@uwa.edu.au

p—g i !
nature partner 44 THE HORMEL INSTITUTE
an joumalsp ’lf’

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota Varrenarry e R NEIAT


https://doi.org/10.1038/s41698-020-00129-0
www.nature.com/npjprecisiononcology
mailto:pilar.blancafort@uwa.edu.au

Machine Translated by Google

npj

C. Duffyiin.

2

przezycia w przypadku przerzutéw, opornos¢ jest niemal nieunikniona w dtuzszej
perspektywie dla tego podtypu33,36. Oczywiste jest, ze odkrycie skuteczniejszych i
selektywnych strategii terapeutycznych dla tych nowotworéw jest priorytetowym
obszarem w onkologii klinicznej.

W niniejszym artykule doniesiono, ze jad pszczeli i melityna indukujg silng i wysoce
selektywng $mier¢ komoérek w przypadku TNBC i raka piersi z nadekspresjg HER2, przy
nieistotnym wptywie na komérki zdrowe, poprzez zakt6canie zaleznych od czynnika
wzrostu oddziatywan RTK, ktére majg kluczowe znaczenie dla fosforylacji receptora i
aktywacji sygnalizacji PI3K/Akt.

Oproécz leczenia raka piersi, przedstawiamy réwniez ukierunkowane modyfikacje
melittyny do potencjalnego zastosowania w skojarzeniu z chemioterapig w leczeniu
innych agresywnych nowotworoéw, u ktérych wyste puje nadmierna ekspresja
receptoréw czynnikéw wzrostu.

WYNIKI Jad

pszcz6t miodnych i melityna zmniejszajg przezywalno$¢ raka piersi Aby oceni¢
skutecznos¢ i selektywno$¢ leczenia przeciwnowotworowego, jad europejskich pszczét
miodnych zebrany w Perth w Australii oraz peptyd melityny oceniono w testach dawka-
odpowiedz na panelu linii komérkowych reprezentatywnych dla wewne trznych
podtypdw raka piersi oraz w komdrkach nieprzeksztatconych (ryc. 1a). Jad pszczoty
miodnej wykazat wysokg selektywno$¢ przeciwnowotworowg, ze znacznie wie ksza sitg
dziatania w przypadku TNBC (np. SUM159 i SUM149) oraz w liniach komdérkowych raka
piersi wzbogaconych w HER2 (np. MDA-MB-453 i SKBR3), a naste pnie w komérkach
raka piersi luminalnego (w tym MCF7 i T-47D), przy najmniejszym wptywie na komérki
normalne (pierwotne fibroblasty skéry wtasciwej HDFa oraz nieprzeksztatcone komérki
gruczotu piersiowego MCF 10A i MCF-12A) (ryc. 1b, lewa strona; tabela 1; GLM, chi-
kwadrat Walda = 342, p < 0,001, n = 33, df = 1). Zaobserwowano istotng redukcje
potowy maksymalnego ste zenia hamujgcego (IC50) dla obu linii komérek
nowotworowych TNBC SUM159 (5,58 ng/pl) i SKBR3 wzbogaconego w HER2 (5,77 ng/pl)
w poréwnaniu z linig normalnych komérek HDFa (22,17 ng/pl, ryc. 1c, lewa;
jednokierunkowa analiza wariancji, p < 0,01).

Podobnie, melittyna byta znaczaco skuteczniejsza przeciwko rakowi piersi z HER2 i
TNBC w poréwnaniu do komérek normalnych (Ryc. 1b, ¢, po prawej; Tabela 1; GLM,
Wald Chi-kwadrat = 12,9, p < 0,001, n =33, df = 1), z wartosciami IC50 od 0,94 do 1,49
MM w ludzkich komérkach raka piersi z TNBC i HER2 oraz od 1,03 do 2,62 pM w
komérkach nieprzeksztatconych. Badania zywotnosci komoérek jadu pszczoty miodnej i
melittyny w liniach komérkowych raka piersi u myszy i normalnych potwierdzity
zwie kszong selektywnos$¢ wobec agresywnych linii komérkowych guza myszy, takich

jak mutant p53 claudin-low T11 i mutant BRCA B.1537,38 (Ryc. uzupetniajgca 1).

Jad pszczét miodnych z réznych populacji pszczét miodnych w Irlandii i Anglii
zmniejszyt zywotnos$¢ komoérek SUM159 i SKBR3 znacznie bardziej niz w przypadku
nieprzeksztatconych komérek HDFa (ryc. 1d, jednokierunkowa analiza wariancji, p <
0,001). Przetestowali$my réwniez jad trzmiela Bombus terrestris z Anglii. Probki
pochodzace zaréwno od robotnic, jak i matek wywotaty minimalng $mier¢ komérek
raka piersi w poréwnaniu z jadem pszczét miodnych, nawet przy wysokich ste zeniach
jadu (ryc. 1e).

Opracowali$my mysie przeciwciato monoklonalne rozpoznajgce melittine , aby
oceni¢ wzgle dna obfitos¢ melittiny we wszystkich prébkach jadu pszczét miodnych i
trzmieli za pomocg testu ELISA. Zgodnie z powyzszymi badaniami aktywnosci,
wzgle dna obfitos¢ melittiny nie réznita sie istotnie we wszystkich prébkach jadu
pszczét miodnych z réznych lokalizacji (dwukierunkowa analiza wariancji, p > 0,999).
Jednak ste zenia melittiny byty istotnie wyzsze w prébkach pszczét miodnych w
poréwnaniu z prébkami jadu trzmieli i kontrolg izotypu IgG (ryc. 1f, dwukierunkowa
analiza wariancji, p < 0,001).

Przeciwnowotworowe dziatanie melittyny zostato potwierdzone w eksperymentach

blokowania in vitro, w ktérych wykorzystaliémy przeciwciato anty-melityny do uratowania

zywotnosci komérek w komérkach HDFa i SUM159. Komérki traktowano jadem
pszczelim lub melittyng w potgczeniu ze wzrastajgcymi ste zeniami przeciwciata anty-
melityny. Zywotno$¢ komérek byta istotnie wyzsza, gdy melittyna byta blokowana
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przeciwciato przeciwko melittynie dla komérek HDFa i SUM159 wystawionych na
dziatanie jadu pszczelego lub peptydu melittyny (ryc. 1g, test t, p < 0,0001).

Dane te sugeruja, ze melittyna obecna w jadzie pszczét miodnych jest najbardziej
znanym bioaktywnym zwigzkiem przeciwnowotworowym wéréd wszystkich badanych
jadéw. Jad pszczét miodnych zebrany w Perth w Australii zostat uzyty do wszystkich
dalszych eksperymentéw.

Jad pszczeli i melittyna indukujg $mier¢ komérek raka piersi Aby zbada¢ mechanizm

i kinetyke $mierci komdrek, komdrki TNBC poddano dziataniu IC50 jadu pszczelego lub
melittyny przez 18 i 24 godziny, a naste pnie przetworzono je za pomocg testu
rozszczepionej kaspazy-3 w celu ilosciowego okreslenia apoptotycznej Smierci komérek.
Immunoblotting potwierdzit indukcje rozszczepionej kaspazy-3 w komérkach SUM159,
przy czym sama melittyna indukowata wyzszy poziom apoptozy niz jad pszczeli zaréwno

18, jak i 24 godziny po leczeniu (ryc. 2a, kwantyfikacja w ryc. uzupetniajgcym 2).

Aby okredli¢ ilosciowo populacje komdrek apoptotycznych, martwiczych lub
martwych po leczeniu, przeprowadzilismy test wykrywania apoptozy Annexin V-FITC.
Komérki SUM159 wystawiono na dziatanie nosnika, jadu pszczét miodnych lub melittyny
przy uzyciu ste zen IC50 i przetworzono za pomocg cytometrii przeptywowej po 60-
minutowym leczeniu (ryc. 2b). ZnalezliSmy znacznie wie cej péznych komérek
apoptotycznych/martwiczych w przypadku prébek leczonych melittyng (23,6 + 5,7%) w
poréwnaniu z jadem pszczét miodnych (8,3 + 1,9%) i kontrolg nosnika (4,8 + 0,4%,
dwukierunkowa ANOVA, p < 0,001, $rednia + SEM). Jednak nie byto istotnych réznic w
poziomach wczesnych komérek apoptotycznych lub martwiczych we wszystkich
warunkach (dwukierunkowa ANOVA, p > 0,05, $rednia + SEM). Aby scharakteryzowac
kinetyke obumierania komérek w krétszym czasie, mierzono zywotno$¢ komoérek
HDFa, SKBR3 i SUM159 poddawanych przez okres do 1 godziny dziataniu jadu pszczelego
lub melittyny w ste zeniach IC50 (ryc. 2c).

Jad pszczeli szybko zmniejszyt zywotno$¢ komérek, bez znaczacej réznicy mie dzy
liniami komérek normalnych i nowotworowych w ciggu godziny (dwukierunkowa
analiza wariancji, p = 0,97). Natomiast melittyna znaczgco zmniejszyta zywotnos¢ obu
linii komérek raka piersi w poréwnaniu do komérek normalnych od 10. minuty, a
SUM159 znaczgco bardziej niz SKBR3 od 30. minuty (dwukierunkowa analiza wariangji,
p <0,0001).

Mikroskopia konfokalna zywych komérek (ryc. 2d) i mikroskopia elektronowa
skaningowa (ryc. 2e) w komérkach SKBR3 i SUM159 wykazaty szybkie rozerwanie i

obkurczenie btony plazmatycznej pod wptywem jadu pszczelego i melittyny w
poréwnaniu do leczenia nosnikiem w ciggu 10 do 60 minut.

RGD wzmacnia ukierunkowanie melittyny na raka piersi C-koniec

melittyny tworzy dodatnio natadowang a-helise , ktéra zostata zaproponowana jako
posredniczaca w wigzaniu z ujemnie natadowang btong plazmatyczng, indukujgc
pézniejsze tworzenie poréw i lize komdrek39-41. Poprzednie badania wykazaty, ze
skrécenie tego dodatnio natadowanego C-korica znaczgco zmniejsza wigzanie melittyny
z dwuwarstwami fosfolipidowymi w poréwnaniu z dzikim typem melittyny39,42 . Aby
oceni¢ funkcjonalng role dodatniej sekwencji (K21RKR24) w C-koricu melittyny,
zaprojektowali$my ujemnie natadowany peptyd melittyny (D21EDE24-melittyna).
Przewidywano, Ze te ujemne reszty zakt6cg wigzanie melittyny z btong plazmatyczng.
Odkrylismy, ze DEDE-melittyna nie wywotata mierzalnych oznak aktywnosci
przeciwnowotworowej w zadnej z testowanych linii komérkowych (ryc. 3a, b). Co wazne,
aktywnos¢ przeciwnowotworowa DEDE-melityny zostata przywrécona za pomocg
dodatnio natadowanej sekwencji (K21KKRKV26) obecnej w duzym antygenie T wirusa
Simian Virus 40 (SV40) (peptyd SV40-melityna) posiadajgcym zdolnos¢ penetracji
komarek43 (ryc. 3b). Podobnie, wszczepienie wie kszej dodatnio natadowanej sekwencji
TAT (transaktywator transkrypcji, pochodzgcy z HIV-1)43 do C-korica melittyny réwniez
przywrdcito aktywno$¢ DEDE-melityny (peptyd TAT-melityna; Ryc. uzupetniajaca 3).
Jednak sita dziatania melittyny i SV40-melityny byta wie ksza niz TAT-melityny, co moze
wynika¢ z wie kszego rozmiaru TAT. Dane te pokazuja, ze reszty wymagane do
aktywnosci melittyny obejmujg
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te zlokalizowane w C-korcowej a-helisie, sktadajgce sie z kilku kluczowych
dodatnio natadowanych reszt niezbe dnych do interakgji z blong plazmatyczng.

Aby zwie kszy¢ selektywnos$¢ komérek nowotworowych, wygenerowalismy
dwufunkcyjny peptyd melittyny, konstruujgc N-koricowg alfa-helikalng RGD

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota

120 Melittin, 24 godziny
—=- HDFa
—+ MCF-10A
100 1 o~ MCF-12A
- MCF7
80 —a T-47D
& ZR-75-1
60 -+~ MDA-MB-231
~+- SUMAT49
-~ SUMA159
40 -#- SKBR3
+ MDA-MB-453

20

0-0,5 0,00,5 log [melityna] 1.0 15
(ng/pL)
Hxk
—
£Ty
12 Fkk
B Normalna
101 Bl roesituiacy
[l
2 8 I wzbogacony o HER2
& 6 HDFa kontra SUM159 **

HDFa kontra SKBR3 **

0
HDFa MCF7
MCF-1RKCF-12A
T-47D ZR75-1 MDAMB-231 sUM1455KBR3 MDA-MB-453

120 7 Apis mellifera (Anglia) = 1C50 HDFa = 22,4 ng/pL SUM159 | s
=== 1C50=91 g/, SKBR31C50 = *k
100 1 - == 86ng/L
80
. 60
40
20
H
00,0 0,51,0 log [biatko 15 2.0
jadu pszczelego] (ng/uL)
120 Krélowa Bombus terrestris (Anglia)
3 P .
x —
s
80
60
40 == HDFa
=== SUMA159
20 === SKBR3
00,25 0,75 1.25 175
log [biatko jadu pszczelego] (ng/pL)
100]  Jad pszczoly miodnej 100 Melityna
80 L 80.
60 607 .
40 40 ]
.
204 20
—— HDFa —— HDFa
—=— SUMA159 —e— SUMA159
00123 00123

log [antymelityna] (ng/pL) log [antymelityna] (ng/pL)

motyw peptydowy (RGD1-melityna, pochodzgca z TGF-B3, sekwencja
HGRGDLGRLKK), ktéry wchodzi w interakcje z integrynami av36 i avp3
nadmiernie ekspresjonowanymi na btonach komérkowych raka piersi i
naczyniach krwiono$nych zwigzanych z guzem44-46. Po zmodyfikowaniu

przy uzyciu bioaktywnych peptydéw motywy RGD zwie kszajg kierowanie do komoérek raka
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Ryc. 1 Jad pszczeli i melittyna specyficznie zmniejszajg zywotnos¢ komoérek guza piersi. a P

roces zbierania jadu pszczelego i melittyny

leczenie komoérek raka piersi, z udziatem pszczoty miodnej zebranej w Australii. b Badania zywotnosci komdrek w grupie zdrowych i zdrowych komérek cztowieka
linie komérek nowotworowych leczone jadem pszczét miodnych z Australii (po lewej) lub melittinem (po prawej), z wartosciami IC50 (uogdlnione modele liniowe). Badania
zywotnosci komdérek normalnych ludzkich fibroblastéw skérnych (HDFa) i linii komérek raka piersi (SUM159 i SKBR3) leczonych jadem d

populacje pszczét miodnych w Irlandii (po lewej) i Anglii (po prawej) (jednokierunkowa ana

liza wariancji) oraz jad pochodzacy od robotnicy (po lewej) i krélowej (po prawej) z Anglii

trzmiele. f Absorbancja (405 nm) wodnych roztwordéw melittyny i jadu pszczelego oceniana metodg ELISA z przeciwciatem przeciwko melittynie i
Kontrola IgG (dwukierunkowa analiza wariancji). g Badania zywotnos$ci komérek w komérkach HDFa i SUM159 po zablokowaniu melittyny przy uzyciu przeciwciata anty-melittyny z

jad pszczeli (po lewej) i melittyna (po prawej). Dane przedstawiono jako $rednia + SEM (n =
p <0,01 (**)i p <0,001 (***). Zobacz takze Ryc. uzupetniajacy 1.

3). Réznice uznano za istotne przy p < 0,05 (*),

Tabela 1. Potowiczne maksymalne ste zenia hamujgce (IC50) jadu pszczoty miodnej i melittyny.

Linia komorkowa Podtyp Jad pszczeli IC50 (ng/pL) Melityna IC50 (ng/pL) Melityna IC50 (uM)
Cztowiek

HDFa Normalna 22,17 +1,91 7,45+0,12 2,62 +0,04
MCF-10A Normalna 14,38 + 0,47 2,94+0,20 1,03+0,07
MCF-12A Normalna 12,00 + 1,01 5,88 + 0,41 2,07£0,14

MCF7 Przeswit A 10,77 £0,22 4,68 +0,12 1,64 £0,04

T-47D Przeswit A 9,21 +£0,69 10,36 £0,43 3,64+0,15

ZR-75-1 Przeswit A 8,32+0,20 6,01+0,18 2,11 +0,06
MDA-MB-231 TNBC, claudin-niski 8,58+ 0,39 3,24+0,03 1,14 £0,01
SUMA149 TNBC, podstawny 6,86 + 0,45 2,67 +0,27 0,94 +0,10
SUMA159 TNBC, claudin-niski 5,58 +0,33 4,24+0,14 1,49 +£0,05
MDA-MB-453 Wzbogacony o HER2 7,46 + 0,07 4,03+1,20 1,42+0,42

SKBR3 Wzbogacony o HER2 577 +0,51 3,59+0,24 1,26 +£ 0,09
Myszowaty

NIH/3T3 Normalna 11,7+0,81 4,51+0,18 1,58 + 0,06

BRCA B.15 Podstawowaty 6,42 + 0,44 2,36+0,19 0,83+ 0,06

p53  T11 Claudin-niski 6,24 + 0,49 2,08 +£0,08 0,73+0,03

Dane przedstawiono jako $rednig + SEM w ng/pL lub pM (do dwéch miejsc po przecinku). Eksperymenty przeprowadzono w biologicznych potréjnych powtérzeniach. TNBC potrdjnie ujemny rak piersi
nowotwoér, HER2 receptor ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu 2.

Wartos¢ IC50 RGD1-melityny nie réznita sie¢ istotnie w poréwnaniu
do macierzystej melittyny w komérkach T11, co wskazuje, ze jej potencjat byt
nie jest dotknig ty motywem RGD (ryc. 3b, test t, p = 0,652).
stosunek IC50 HDFa/SUM159 dla RGD1-melityny (2,73 +
0,14) w poréwnaniu do melittyny (1,76 + 0,04), motyw RGD znaczgco wydtuzyt
okno terapeutyczne pomie dzy norma a
Linie komoérek TNBC potwierdzajg zwie kszong selektywnos$¢ komérek nowotworowych
przekazany przez RGD (ryc. 3¢, test t, p < 0,01, $rednia + SEM). Indukcja
apoptozy w komdrkach SUM159 TNBC poddanych dziataniu melittyny,
Badania DEDE-melityny i RGD1-melityny przez 24 godziny potwierdzity dziatanie
przeciwnowotworowe zaréwno melityny, jak i RGD1-melityny, ale nie DEDE-
melityny (ryc. 3d).

Zgodnie z dziataniem przeciwnowotworowym melittyny i RGD1-
melittin, odkryliémy, ze interakcja mie dzy anty-meliting
przeciwciata i melittyna nie réznity sie znaczaco od
z RGD1-melitinem (ryc. 3e, dwukierunkowa analiza wariangji, p > 0,999), ale
istotnie rézni sie¢ od DEDE-melityny i SV40-melityny (dwuczynnikowa analiza
wariancji, p < 0,05), przy czym absorbancja SV40-melityny nie
istotnie rézni sie od kontroli IgG (dwuczynnikowa analiza wariancji, p > 0,1).
Dane te sugeruja, ze nasze monoklonalne przeciwciato przeciwko melittynie
rozpoznaje epitop konformacyjny, ktéry nie jest zaktécany przez
inzynieria peptydu kierujgcego do N-konca.

Badania modelowania wykazaty, ze konformacja
cze $¢ melittyny w modyfikowanych peptydach nie zostata zaburzona
albo przez mutacje C-koricowe, albo przez dodanie N-korica
motyw RGD (rys. 3f). Kazdy peptyd zachowat charakterystyczny
wygie ta struktura alfa-helisy potencjalnie utatwiajaca tworzenie
pory4, co sugeruje, ze réznice w aktywnosci przeciwnowotworowej pomie dzy
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mutanty powstaja w wyniku oddziatywan elektrostatycznych z
btony, a nie ogdlne zmiany w strukturze peptydu.

Naste pnie wykorzystaliémy przeciwciato przeciwko melittynie do wykrycia
subkomoérkowa lokalizacja aktywnych peptydéw metodg immunofluorescencji w
komérkach TNBC SUM159 poddanych dziataniu nosnika przez 30 min,
jad pszczeli, melittyna, RGD1-melittyna lub DEDE-melittyna przy IC50
ste zenia (ryc. 3g). Niezaleznie od tego, czy komoérki byty
narazony na jad pszczeli, melittyne lub RGD1-melityne , melittyne
zlokalizowane gtéwnie w btonie komérkowej komérek
nadmierna ekspresja EGFR, z pewnym stopniem barwienia wewngatrzkomérkowego
jadu pszczelego i komérek poddanych dziataniu melittyny, potencjalnie ze wzgle du na
rozerwanie btony komdrkowej i tworzenie endosomu jako
zgtoszono gdzie indziej25,48. Ponadto wzér barwienia
RGD1-melityna wydawata sie wyraznie ukierunkowana na osocze
sama membrana, co bytoby zgodne z ulepszong
selektywnos¢ docelowego peptydu w stosunku do czgsteczek znajdujacych sie na powierzchni komérek nowotworowych.
Zaobserwowalismy brak reaktywnosci przeciwciata melittin w komérkach
leczonych DEDE-meliting. Podsumowujac, wyniki te ujawniajg, ze podczas gdy
motyw RGD wzmacnia kierowanie melittyny do raka piersi
bton komérkowych, pozytywny motyw C-koricowy wydaje sie niezbe dny do

aktywnos¢ przeciwnowotworowa.

Jad pszczeli i melityna hamuja fosforylacje RTK

Naste pnie zbadaliSmy, czy zaréwno jad pszczeli, jak i melittyna

zaktdcic¢ szlaki sygnatowe zwigzane z RTK poprzez blokowanie zaleznej od ligandu
aktywacji EGFR i HER2 w komérkach raka piersi.

Aby to oceni¢, przeprowadzilismy analize immunoblottingowa na SKBR3 (HER2+)
i EGFR+) i SUM159 (EGFR+) ekstrakty komérek wystawionych na dziatanie EGF i
leczonych IC50 jadu pszczelego lub melittyny od 2,5 do

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota
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4 - Melittin 18 godzin
5 - Melittin 24 godziny
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Czas (minuty) leczenia jadem pszczelim
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20 min (Ryc. 4a). Zaréwno jad pszczeli, jak i melittyna obnizaty fosforylacje
RTK i modulowaty powigzane szlaki sygnatowe PI3K-/Akt i MAPK w sposéb
zalezny od czasu.

Leczenie jadem pszczelim i melittyng komdérek SKBR3 spowodowato
znaczne zmniejszenie ekspresji p-HER2 (Tyr1248), p-EGFR (Tyr1068), p-p44/42

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota

MAPK (Thr202/Tyr204), p-Akt (Ser473 i Thr308), p-SAPK/JNK (Thr183/
Tyr185) i p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) od 5. minuty (ryc. 4a, z lewej; ryc.
uzupetniajgca 4), przy niewielkim zmniejszeniu catkowitego poziomu
biatka HER2, EGFR i Akt dopiero po 10 minutach leczenia jadem pszczelim,
co moze mie¢ zwigzek z endosomalnymi
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Rys. 2 Jad pszczeli i melityna indukujg apoptoze irozerwanie btony komdérkowej. Western blot w celu wykrycia rozszczepionej kaspazy-3 (CL-csp-3)
w komoérkach SUM159 traktowanych nosnikiem (1), jadem pszczelim (2-3) i melityng (4-5) przez 18 i 24 godz. b Analiza cytometrii przeptywowej
komérek SUM159 traktowanych IC50 jadu pszczelego (5,58 ng/pl) i IC50 melityny (4,24 ng/pl) przez 1 godz. c Badania odpowiedzi czasowej na
zywotno$¢ komoérek normalnych ludzkich fibroblastéw skérnych (HDFa) i komérek raka piersi (SUM159 i SKBR3) traktowanych jadem pszczelim (po
lewej) lub melityng (po prawej) przez 1 godzine (dwuczynnikowa analiza wariancji). d Mikroskopia konfokalna zywych komérek SKBR3 poddanych
dziataniu IC50 jadu pszczoty miodnej (5,77 ng/pl) przez 1 godzine , z czasem w minutach po leczeniu. Skale oznaczajg 15 pm. e Mikroskopia
elektronowa skaningowa komérek SUM159 poddanych dziataniu IC50 jadu pszczoty miodnej ( 5,58 ng/pl) i IC50 melittyny (4,24 ng/pl) przez 1
godzine , z dwoma reprezentatywnymi obrazami pokazanymi dla kazdej grupy leczonej. Biaty kontur na gérnych obrazach wskazuje odpowiednie
obszary kazdej komorki na dolnych obrazach. Skale oznaczajg 10 pm (gérny rzad) i 200 nm (dolny rzad). Dane przedstawiono jako $rednia + SEM (n
= 3). Réznice uznano za istotne przy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)i p < 0,001 (***). Zobacz takze rysunki uzupetniajgce 2, 10i 16.

degradacja receptora25. W SUM159, p-EGFR (Tyr1068) byt silnie regulowany w dét
przez jad pszczét miodnych i melittyne od 10 do 20 min. Leczenie SUM159 melitting
spowodowato réwniez zahamowanie p-Akt (Ser473 i Thr308) we wszystkich punktach
czasowych, ale zwie kszyto ekspresje p-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204), p-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185) i p-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) od 10 do 20 minut, podczas gdy jad
pszczoty miodnej zwie kszyt ekspresje p-p44/42 MAPK (Thr202/Tyr204) i p-Akt
(Ser473 i Thr308) od 10 do 20 minut (ryc. 4a, po prawej; ryc. uzupetniajgca 4). Szlaki
MAPK i Akt mogty by¢ nadregulowane w komérkach SUM159 z powodu uwolnienia
ujemnej pe tli sprze zenia zwrotnego, ktéra uruchamia sygnalizacje ERKw celu
ochrony komérek przed apoptotyczng $miercig komérkowg8,49. Przeciwciato
antymelityny wskazywato na wzrastajacg ilo$¢ melittyny obecnej w lizatach obu linii
komoérkowych w miare uptywu czasu, przy czym silniejszy sygnat dla leczenia
melittyng w poréwnaniu z jadem pszczoty miodnej w obu liniach komérkowych.

Aby scharakteryzowa¢ wptyw na szlaki sygnatowe w innym modelu TNBC,
przeprowadziliémy immunoblotting na komérkach MDA-MB-231, w ktdrych leczenie
EGF fosforylowato EGFR i indukowato ekspresje EGFR (rys. uzupetniajgcy 4).
Melityna zmniejszyta fosforylacje EGFR i MAPK, zmniejszajac ekspresje gtéwnych
szlakéw proliferacji onkogennej. W przeciwieristwie do komérek SUM159, stymulacja
EGFR przez EGF nie korelowata ze wzrostem fosforylacji w p-Akt, potencjalnie z
powodu odtgczenia sie szlakéw sygnatowych EGFR i Akt. Inne receptory czynnikéw
wzrostu, takie jak VEGFR1, mogg posredniczy¢ w aktywacji tych szlakéw50,51.
Chociaz melittyna wczesniej hamowata sygnalizacje JAK2/STAT3 w raku jajnika12,
nie zaobserwowano zadnych efektéw modulacyjnych na inhibitory szlaku JAK/STAT
w komérkach SUM159 po 60-minutowym leczeniu jadem pszczelim lub melittyng
(Rys. uzupetniajacy 5).

Biorgc pod uwage , ze komérki raka piersi wzbogacone w TNBC i HER2 sg w
duzym stopniu zalezne od aktywacji EGFR i HER2, przeprowadzilismy eksperymenty
z transferem energii rezonansu bioluminescencji (BRET), aby okresli¢, czy melityna
zaktéca wigzanie EGF do EGFR, co prowadzi do zaobserwowanej sttumionej
fosforylacji receptora czynnika wzrostu. Reporter NanoLuc zostat uzyty jako
bioluminescencyjna czgsteczka donorowa i genetycznie potgczony z EGFR52,53.
Eksperymenty kinetyczne i nasycenia BRET zostaty uzyte do monitorowania bliskosci
NanoLuc-EGFR z fluorescencyjnie znakowanymi czgsteczkami akceptorowymi
TAMRA-EGF (kontrola pozytywna), FITC-melityna i FITC-DEDE-melityna (kontrola
negatywna) w komérkach HEK293FT transfekowanych NanoLuc-EGFR. Przeniesienie
energii z bioluminescencyjnego donora do fluorescencyjnego akceptora naste puje
na odlegtodciach mniejszych niz 10 nm i wskazuje na interakcje mie dzy oznaczonymi
czgsteczkami be dacymi przedmiotem zainteresowania54. Sygnat BRET jest
okreslany poprzez monitorowanie stosunku emisji $wiatta z akceptora do emisji z
donora.

Wybrano zakres ste zen kazdego peptydu, w tym IC50 FITC-melityny, z
odpowiadajgcymi im ste zeniami molowymi FITC-DEDE-melityny. Stwierdzilismy, ze
sygnat BRET wzrastat w sposéb zalezny od dawki dla TAMRA-EGF i FITC-DEDE-
melityny, a w mniejszym stopniu dla FITC-melityny (ryc. 4b). FITC-DEDE-melityna
wykazywata znacznie wyzsze wskazniki BRET niz FITC-melityna przy tych samych
ste zeniach, a takze bardzo szybko osiggata maksymalne wskazniki BRET przy
kazdej dawce. Niespecyficzny peptyd zaprojektowany przeciwko transkrypcji
Engrailed 1 (EN1)
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W przypadku czynnika 55 (mutant FITC-EN1) wykazano podobne wskazniki BRET i
kinetyke jak w przypadku FITC-DEDE-melityny (rys. uzupetniajacy 6), co wskazuje,
ze konieczne sg dalsze eksperymenty w celu ustalenia specyficznosci oddziatywan
wigzgcych z EGFR.

Aby okresli¢ specyficzno$¢ wigzania melittyny z EGFR w miejscu wigzania EGF,
przeprowadziliémy testy BRET nasycenia, aby oceni¢ konkurencje EGF z kazdym z
peptydéw wigzacych sie z NanoLuc-EGFR (ryc. 4c). Podczas gdy wigzanie TAMRA-
EGF z NanoLuc-EGFR byto nasycalne i istotnie zmniejszone w obecnosci 1 uM EGF
(dwukierunkowa analiza wariangji, p < 0,0001), sygnaty BRET melittyny FITC i FITC-
DEDE-melittyny nie byty nasycalne i nie réznity sie istotnie z lub bez 1 uM EGF
(dwukierunkowa analiza wariangji, p > 0,999), co sugeruje, ze ani melittyna, ani

DEDE-melittyna nie wigzaty sie w miejscu wigzania EGF.

Nasze dane potwierdzaja poglad, ze melittyna zostaje wtgczona do btony
plazmatycznej komérek nowotworowych poprzez natadowang sekwencje obecng
w C-koncu, indukujgc przebudowe i rozerwanie btony plazmatycznej. Dane BRET
wskazuja, ze melittyna moze by¢ umieszczona w odlegtosci 10 nm od RTK bez
zaktécania endogennego miejsca wigzania czynnika wzrostu (ryc. 4d).

Melittin uwrazliwia TNBC na leczenie docetakselem in vivo

Naste pnie przeprowadzilimy testy potencjalnych synergii mie dzy melittyng i
$rodkami chemioterapeutycznymi w celu zwie kszenia $miertelno$ci komoérek raka
piersi. Linia komérkowa myszy p53  TNBC T11 byta leczona docetakselem w
potaczeniu z jadem pszczét miodnych lub melittyng, a testy zywotnosci komoérek
przeprowadzono w celu okreslenia wskaznika kombinacji (CI) mie dzy metodami
leczenia56 (ryc. 5a). Zaobserwowali$my CI < 1 dla wszystkich testowanych ste Zzen,
co wskazuje na silne interakcje synergistyczne (ryc. 5b). Synergizmy obserwowano
réwniez w przypadku cisplatyny, $rodka stosowanego w leczeniu TNBC w klinice
(ryc. uzupetniajgca 7). Model ksenograftu T11 zostat uzyty w eksperymentach in
vivo, poniewaz wykazat najkorzystniejszg interakcje leku in vitro mie dzy melittyng
i docetakselem w wielu testowanych liniach komérkowych (ryc. uzupetniajaca 8) i
ma nienaruszony uktad odpornosciowy, co umozliwia ocene odpowiedzi
immunologicznej na melittyne .

Aby zbada¢ skuteczno$¢ potgczenia melittyny i docetakselu w zmniejszaniu
wzrostu TNBC, przeprowadziliémy eksperymenty in vivo, przeszczepiajgc komorki
T11 myszom BALB/c. Ten model alloprzeszczepu odtwarza wysoce agresywng
chorobe TNBC z niskim poziomem klaudyny u myszy z nienaruszonym uktadem
odpornosciowym38,57,58. Trzy dni po wytworzeniu guzéw T11 (~50 mm3 ), myszy
przydzielono losowo do czterech grup (n = 12 myszy/grupe ) i leczono $srédguzowo
nosnikiem, melittyng (5 mg/kg), docetakselem (7 mg/kg) lub kombinacjg melittyny
(5 mg/kg) i docetakselu (7 mg/kg). Myszy leczono co 2 dni od dnia 3, tgcznie 7 razy.
Stwierdziliémy, ze w przypadku leczenia skojarzonego kontrola guza byta lepsza w
poréwnaniu z leczeniem samym lub z no$nikiem, szczegélnie w 7. i 9. dniu po
zaszczepieniu komoérek T11, przy czym potgczenie osiggne to znaczacg redukcje
obje tosci guza (ryc. 5¢, jednokierunkowa analiza wariangji, p < 0,001). Sugeruje to,
ze guzy oporne na docetaksel mozna uczyni¢ wrazliwymi poprzez dodanie melittyny.
PotwierdziliSmy te badania za pomocg obrazowania bioluminescencyjnego (BLI) w
celu nieinwazyjnego

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota
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Brze czenie

$ledzenie zmian w rozwoju guza in vivo w komérkach T11 oznaczonych
konstruktem zawierajgcym lucyferaze (ryc. 5d). Tutaj réwniez
stwierdzilismy lepszg kontrole guza w przypadku leczenia skojarzonego
docetakselem i melittyng w dniach 10, 12 i 14 w poréwnaniu ze
wszystkimi innymi grupami.

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota

Melityna RGD1-melityna DEDE-melityna

Terapeutyczne dziatanie melittyny i docetakselu zostato potwierdzone
w tkankach guza 14. dnia po zaszczepieniu komoérek T11 za pomoca
immunohistochemii i immunofluorescencji (ryc. 5e). Przeciwciato
przeciwko melittynie potwierdzito wewnatrzguzowga lokalizacje komorek
pozytywnych pod wzgle dem melittyny zaréwno w melittynie (61,9 + 0,7%), jak i w
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Ryc. 3 Inzynieria melittyny z motywem RGD zwie ksza selektywno$¢ w przypadku raka piersi. a Badania zywotnos$ci komérek TNBC (SUM159) i komérek
raka piersi wzbogaconych w HER2 (SKBR3) leczonych przez 24 godziny DEDE-melliting. b Badania zywotnosci komérek T11 leczonych przez 24 godziny
melittyng, RGD1-melliting, SV40-melliting i DEDE-melliting (test t). ¢ Badania zywotnos$ci komérek normalnych ludzkich fibroblastéw skérnych (HDFa) i
SUM159 leczonych przez 24 godziny melittyng (po lewej) i RGD1-melliting (po prawej) (test t). d Western blot do wykrywania rozszczepionej kaspazy-3 (CL-
csp-3) w lizatach z komoérek SUM159 traktowanych nosnikiem, melittyng, DEDE-melityng lub RGD1-melityng przez 24 godziny. e Absorbancja (405 nm)
wodnych roztworéw melittyny, RGD1-melityng, DEDE-melityng i SV40-melityng poddanych testowi ELISA z przeciwciatem anty-melitynowym
(dwuczynnikowa analiza wariangji). f Sekwencja aminokwaséw i gérny przewidywany model 3D melittyny (zielony), RGD1-melityng (fioletowy), DEDE-
melityng (niebieski) i SV40-melityng (pomaranczowy). g Obrazy immunofluorescencyjne SUM159 traktowanego nosnikiem, jadem pszczelim, melittyng,
RGD1-melityng lub DEDE-melityng przez 30 minut. Na niebiesko: jgdra komérkowe, na czerwono: anty-EGFR, a na zielono: anty-melityna. Biate kontury na
potgczonych obrazach wskazujg odpowiednie regiony na powie kszonych obrazach. Skale oznaczajg 25 pm, a 6,25 pm dla powie kszonych obrazéw.
Dane przedstawiono jako $rednig + SEM (n = 3). Réznice uznano za istotne przy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) i p < 0,001 (***). Zobacz takze dodatkowe rysunki 3i 10.

grupy leczenia skojarzonego (55,8 + 1,3%), ale nie w grupie kontrolnej z nosnikiem
(jednokierunkowa analiza wariancji, p < 0,01, $rednia + SEM). Istotne zmniejszenie
proliferacji komérek nowotworowych (oceniane na podstawie ekspresji Ki-67)
stwierdzono w guzach leczonych potgczeniem melittyny i docetakselu (5,7 + 0,8%) w
poréwnaniu z no$nikiem (59,8 + 1,7%), w poréwnaniu z melittyng (31,7 + 1,3%) lub
docetakselem w monoterapii (21,0 + 1,3%, jednokierunkowa analiza wariancji, p <
0,01, $rednia + SEM). Barwienie TUNEL potwierdzito istotnie wyzszg fragmentacje
DNA i indukcje apoptozy w grupie skojarzonej (81,0 + 3,1%) w poréwnaniu z grupa
otrzymujgcg nosnik (1,0 + 0,4%, jednokierunkowa analiza wariancji, p < 0,01, $rednia
+ SEM).

Ligand programowanej $mierci 1 (PD-L1) biatka punktu kontrolnego uktadu
odpornosciowego zmniejsza funkcjonalno$¢ aktywowanych komérek T. W
konsekwengji blokady punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego w potgczeniu z
chemioterapig zapobiegajg rozpoznaniu PD-L1 przez komérki T, zapobiegajac tej
adaptacyjnej opornosci immunologicznej w TNBC i tym samym zwie kszajgc
skutecznos¢ terapeutyczng w poréwnaniu z samga chemioterapig59. W przeciwienstwie
do samego docetakselu (84,3 + 0,6%), ktéry nie wptywat na poziom PD-L1 w guzach,
odkrylismy, ze melittyna znaczgco zmniejszata ekspresje PD-L1 w guzach, gdy byta
stosowana samodzielnie (52,9 + 2,4%) lub w potgczeniu z leczeniem skojarzonym (44,3
+4,2%) w poréwnaniu z nosnikiem (84,9 + 1,6%, jednokierunkowa ANOVA, p < 0,01,
Srednia + SEM). Podsumowujac, badania te potwierdzajg teze , ze melityna uwrazliwia
komorki T11 na leczenie docetakselem i moze poméc w ostabieniu ekspresji biatek
punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego, co w konsekwencji poprawia
przeciwnowotworowg odpowiedz immunologiczng.

Naste pnie wykonaliSmy badanie immunohistochemiczne w leczonych guzach T11
w celu wykrycia p-HER2 (Tyr1248) i p-EGFR (Tyr1068)
(Rys. uzupetniajgcy 9). Ekspresja EGFR byta umiarkowanie, ale istotnie zmniejszona
przez kombinacje melittyny i docetakselu (75,8 + 6,4%) w poréwnaniu z no$nikiem
(100,0 + 9,1%, jednokierunkowa analiza wariancji, p < 0,05, $rednia + SEM). Ekspresja
HER2 nie réznita sie istotnie we wszystkich grupach leczonych (jednokierunkowa
analiza wariangji, p = 0,1536). W przypadku p-EGFR (Tyr1068) fosforylacja zostata
zmniejszona do istotnie nizszego poziomu przez leczenie kombinacjg melittyny i
docetakselu (9,0 £ 2,4%) w poréwnaniu z no$nikiem (100,0 + 8,1%, jednokierunkowa
analiza wariancji, p < 0,0001, $rednia + SEM).

Poziomy p-HER2 (Tyr1248) zostaty réwniez obnizone do istotnie nizszego poziomu w
leczeniu skojarzonym melitting i docetakselem (50,3 + 7,8%) w poréwnaniu z no$nikiem
(100,0 + 5,6%, jednokierunkowa ANOVA, p < 0,0001, érednia + SEM). Zmniejszenie
fosforylacji EGFR i HER2 in vivo po leczeniu melitting jest zgodne z obserwowanymi
efektami melittiny w zmniejszaniu fosforylacji tych RTK w komérkach SKBR3, SUM159

i MDA-MB-231 (ryc. 4a; ryc. uzupetniajgca 4).

DYSKUSJA

Apiterapia to rozwijajgca sie dziedzina, ktéra ma potencjat, aby wptyng¢ na aspekty
ekonomiczne badan nad rakiem na catym $wiecie, szczegdlnie w spotecznosciach o
ograniczonych zasobach. Do tej pory jednak badania nie zbadaty w petni mechanizmu
molekularnego dziatania jadu pszczelego i melittyny, a ich optymalne wykorzystanie w
onkologii nie zostato jeszcze kompleksowo zbadane, szczegélnie w leczeniu raka piersi,
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najcze $ciej wyste pujgcy rak u kobiet na catym $wiecie2 i guzy wzbogacone- TNBC
HER2 to wysoce agresywne podtypy raka piersi. TNBC wigze sie z najwyzsza
$miertelnoscig i, pomimo cze stej ekspresji EGFR, powszechnie wykazuje oporno$¢ na
terapie anty-EGFR z wysoka zaleznoscig od sygnalizacji PI3K/Akt w zakresie proliferacji,
przezycia i opornosci na chemioterapig 34.

Terapie anty-HER2 znacznie poprawity dlugoterminowe przezycie w przypadku
nowotworéw HER2-dodatnich we wczesnym stadium, ale wig kszo$¢ pacjentéw w
pdéznym stadium ostatecznie rozwija opornos$¢ i umiera na chorobe 33,35,36 .
Wykazalismy nie tylko selektywno$¢ jadu pszczelego i melittyny w stosunku do
komérek ztosliwych, ale takze odkryliémy wyzszg skutecznos$¢ w przypadku tych
agresywnych typéw raka piersi.
rak.

W niniejszym badaniu wykazalismy, ze jad pszczeli i melityna hamujg fosforylacje
EGFR i HER2 wywotang przez ligand, dynamicznie modulujgc dalsze szlaki sygnatowe
w komérkach raka piersi.

Proponujemy, ze melittyna bezposrednio lub posrednio hamuje dimeryzacje RTK.
Melittyna moze réwniez przedostac sie do komorki, aby bezposrednio lub posrednio
modulowa¢ dalsze szlaki sygnatowe25,60. Poprzednie prace wykazaty, ze melittyna
moze by¢ ukierunkowana na linie komérkowe z nadmierng ekspresjg HER2 przy uzyciu
immunoliposoméw zawierajgcych trastuzumab61. Tutaj wykazujemy, ze sama
melittyna selektywnie ukierunkowuje komérki raka piersi z nadmierng ekspresjg HER2
i EGFR.

Co ciekawe, melityna okazata sie¢ bardziej toksyczna dla komorek raka piersi w
poréwnaniu do jadu pszczoty miodnej, co uzasadnia dalsze badania.

W naszych badaniach skupilismy sie na liniach komérkowych SUM159 i SKBR3.
SUM159 to linia komérek TNBC, ktéra ekspresuje produkt genu EGFR i zawiera mutacje
missense w PI3KCA (H1047L) i w HRAS (G12D)62,63. Natomiast SUM159 to dziki typ
KRAS, NRAS, BRAF, PTEN i MAP2K4 i negatywny dla aktywacji AKT1 oraz amplifikacji
AKT2 i AKT363. SKBR3 to wzbogacona w HER2 linia komérek raka piersi, ktéra
nadmiernie ekspresuje produkt genu HER264 i jest dzikim typem KRAS, HRAS, NRAS,
BRAF, PTEN, PI3KCA i MAP2K463,65,66 i rowniez negatywny dla aktywacji AKT1 oraz
amplifikacji AKT2 i AKT363. Biorgc pod uwage te molekularne cechy, szlaki sygnatowe
EGFR nie sg konstytutywnie aktywowane w komérkach SUM159, pomimo istniejgcych
mutacji w HRAS i PI3KCA, poniewaz nie sg one wystarczajgce do podstawowej
aktywacji tych szlakéw67.

Opisujemy silng i synergistyczng odpowiedZ przeciwnowotworowg melittyny i
docetakselu w wysoce agresywnym modelu TNBC in vivo.
Podkresla to potencjat melittyny do stosowania w terapiach skojarzonych w celu
potencjalnego zwie kszenia skutecznosci i/lub zmniejszenia dawki Srodkéw
cytotoksycznych, umozliwiajgc bardziej optacalne leczenie z potencjalnie mniejszg
liczbg skutkéw ubocznych. Melittyna zmniejszyta réwniez poziom biatka punktu
kontrolnego uktadu odpornosciowego PD-L1 zaangazowanego w unikanie odpowiedzi
immunologicznej. Melittyna moze zatem zmniejszy¢ immunosupresyjne dziatanie

mikrosrodowiska guza, ktére jest powszechne w TNBC w obecnosci chemioterapii.

Stanowi to uzupetnienie danych z poprzednich raportéw, ktére pokazuja, ze

melittyna moze réwniez zmniejszy¢ populacje makrofagéw zwigzanych z guzem,
podobnych do M2, sprzyjajgcych rozwojowi nowotworu w mikrosrodowisku

nowotworu w modelu raka ptuc68. Stawiamy hipoteze , ze w naszym modelu in vivo T11,

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota
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Sygnalizacja EGFR i HER2 moze modulowa¢ ekspresje PD-L1w
komérkach nowotworowych. Zgodnie z poprzednimi badaniami
immunohistochemicznymi, PD-L1 ma najwyzszg ekspresje w guzach
TNBC, a naste pnie w guzach wzbogaconych w HER269-72, a ekspresja
PD-L1 wigze sie ze stabym przezyciem69. W przypadku raka piersi typu ba

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota

wykazano, ze biatko ALIX koreluje z aktywacjg EGFR, upo$ledzajac

biogeneze eksosomoéw73. PD-L1 jest wydzielane przez eksosomy w

sposéb zalezny od ALIX, tak ze uposledzenie eksosoméw zwie ksza PD-

L1 na btonie komdrkowej. Zmniejszenie ekspresji ALIX promuje
saplikezpcakguza poprzez wzmocnienie EGFR
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Ryc. 4 Jad pszczeli i melityna hamuja fosforylacje EGFR i HER2. a Kinetyka fosforylacji HER2, EGFR i dalszych szlakéw MAPK i Akt po leczeniu
jadem pszczelim i melityng w komérkach raka piersi SKBR3 (po lewej) i SUM159 (po prawej), oceniona metodg immunoblottingu. b Kinetyka
przenoszenia energii rezonansu bioluminescencji (BRET) interakcji TAMRA-EGF, FITC-melityny i FITC-DEDE-melityny z NanoLuc-EGFR w
komoérkach HEK293FT. Peptydy dodano po zréwnowazeniu komérek w czytniku z substratem NanoLuc furimazyng przez 5 min. c Analiza
wigzania nasycenia wzrastajgcych ste zen TAMRA-EGF, FITC-melityny i FITC-DEDE-melityny w komérkach HEK293FT transfkowanych NanoLuc-
EGFR w obecnosci lub nieobecnosci nieoznakowanego EGF (1 pM). Dane wyrazono jako surowe stosunki BRET i przedstawiono jako $rednig +
SEM (n = 3, dwukierunkowa ANOVA). d Proponowany model dziatania melityny zakt6cajgcej dimeryzacje ifosforylacje RTK w btonie
plazmatycznej. R6znice uznano za istotne przy p < 0,05 (*), p <0,01 (**) i p < 0,001 (***). Zobacz takze dodatkowe rysunki 4-6 i 11-15.

aktywacje i poprzez akumulacje btony PD-L1, co prowadzi do immunosupres;ji73.
W raku piersi z wzbogaconym HER2, interakcja mie dzy HER2 i PD-L1 jest stabo
poznana74.

Jednakze w komoérkach raka piersi HER2-dodatnich wspéthodowanych z ludzkimi
mononuklearnymi komérkami krwi obwodowej oraz w modelu mysim terapia
trastuzumabem przeciwko HER2 spowodowata zwie kszenie ekspresji PD- L175,76.
Stad wigczenie melittyny do trastuzumabu mogto zniwelowa¢ te odpowiedz
immunosupresyjng.

Selektywno$¢ melittyny w przypadku nowotworéw HER2 stanowi kolejny
argument za potgczeniem z czynnikami ukierunkowanymi na HER2, w tym
przeciwciatami monoklonalnymi, trastuzumabem-emtanzyng i innymi koniugatami
przeciwciato-lek, w ktérych wtasciwosci zaktécajgce btone melittyny mogtyby
zwie kszy¢ kinetyke internalizacji cytotoksycznego tadunku. Nasza praca ujawnia
réwniez nowe mozliwosci modyfikacji okreslonych obszaréw melittyny w celu
dalszego zwig kszenia skutecznosci i ukierunkowanej swoistosci dla komérek
ztosliwych. Zaprojektowane peptydy ukierunkowane, takie jak RGD1-melittyna,
mogtyby by¢ dostarczane dozylnie, aby umozliwi¢ bardziej selektywne namierzanie
i wchfanianie przez komoérki nowotworowe. Melittyna mogtaby by¢ réwniez
dostarczana za pomocg ukierunkowanych podej$¢ nanoczgsteczkowych, takich jak
te wczesniej zgtoszone w przypadku ,nanobees” 77,78. tgczenie melittyny z
toksynami lub prolekami mogtoby by¢ réwniez wykorzystane, jak zgtoszono w
przypadku fuzji melittyny rozszczepialnych uPA79. Przed rozpocze ciem badan na
ludziach konieczne be dzie przeprowadzenie dalszych badar majacych na celu
formalng oceng toksycznosci i maksymalnych tolerowanych dawek tych peptydéw.

Jad pszczét miodnych jest doste pny na catym $wiecie i oferuje optacalne i tatwo
doste pne opcje leczenia w odlegtych lub stabo rozwinie tych regionach. Konieczne
be da dalsze badania w celu oceny, czy jad niektérych genotypéw pszczét ma
silniejsze lub bardziej specyficzne dziatanie przeciwnowotworowe, ktére mozna by
wykorzystac.

Oproécz raka piersi, guzy nadmiernie ekspresujgce EGFR obejmuja raka ptuc, glejaka
wielopostaciowego i raka jelita grubego80, a guzy, ktére moga nadmiernie
ekspresowac¢ HER2, obejmuja raka zotgdka, jajnikéw, endometrium, pe cherza
moczowego, ptuc, jelita grubego oraz gtowy i szyi81. Ogdlnie rzecz biorgc, nasze
wyniki mogg by¢ wykorzystane do pomocy w opracowaniu nowych metod
terapeutycznych dla wielu typéw nowotwordéw zwigzanych z cze stg lekoopornoscia
i ztym rokowaniem.

METODY

Odczynniki chemiczne i przeciwciata Wszystkie

peptydy zakupiono od China Peptides Corporation, Ltd. Znacznik fluorescencyjnego
izotiocyjanianu fluoresceiny (FITC) sprze zono z N-koricem FITC-melityny, SV40-melityny, TAT-
melityny i mutantu EN1.

CellTiter-Glo 2.0 z Luminescent Cell Viability Assay, NanoLuc-EGFR, FUGENE i furimazyna
zostaty uzyskane z Promega. TAMRA-EGF zostat uzyskany z Invitrogen (Thermo Fisher
Scientific). Docetaksel (nr kat. D-1000) zostat uzyskany z LC Laboratories. Monoklonalne
przeciwciato do a-tubuliny (1:5000, nr kat. T5168), Hoechst (1:5000, nr kat. 94403) i ludzki
EGF (nr kat. E9644) zostaty uzyskane z Sigma-Aldrich. Mysi EGF (nr kat. 315-09) zostat
uzyskany z Peprotech. Przeciwciata przeciwko fosfo-HER2 (Tyr1248) (immunoblotting: 1:1000,
immunohistochemia: 1:100, nr kat. 2247), fosfo-EGFR (Tyr1068) (immunoblotting: 1:1000, nr
kat. 2234; immunohistochemia: 1:350, nr kat. 3777, klon D7A5), fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) (1:2000, nr kat. 4370), fosfo-Akt (Ser473) (1:2000, nr kat. 4060), fosfo-Akt
(Thr308)

(1:1000, nr kat. 13038), fosfo-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) (1:1000, nr kat.
Nr 4668), fosfo-p38 MAPK (Thr180/Tyr182) (1:1000, nr kat. 4511),
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Catkowity AKT (1:1000, nr kat. 9272 i 4685), rozszczepiona kaspaza-3 (Asp175)

(1:1000, nr kat. 9661), Ki-67 (1:400, nr kat. 9449), zestaw do pobierania prébek przeciwciat
inhibitoréw $ciezki Jak/Stat (1:1000, nr kat. 8343) oraz wtdérne przeciwciato antymysie IgG,
powigzane z HRP (1:10 000, nr kat. 7076) i przeciwciato antykrdlicze IgG, powigzane z HRP
(1:10 000, nr kat. 7074) zostaty wyprodukowane przez Cell Signaling Technology. Przeciwciata
monoklonalne przeciwko ErbB2 (immunoblotting: 1:1000, immunohistochemia: 1:100, nr
kat. ab8054, klon CB11), EGFR (immunoblotting: 1:5000, immunohistochemia: 1:100, nr kat.
ab52894, klon EP38Y) i PD-L1 [PD-L1/2746] (1:100, nr kat. ab238697) zostaty wyprodukowane
przez Abcam. Przeciwciata wtérne kozie Alexa Fluor 488 antymysie (1:500, nr kat. A11001) i
kozie Alexa Fluor 594 antykroélicze (1:500, nr kat. A11012) zostaty uzyskane od Thermo Fisher
Scientific. Poliklonalne kozie przeciwciato wtérne przeciwko mysim tancuchom y IgG (ELISA:
1:1000, nr kat. AP503P) uzyskano od Millipore. Mysie monoklonalne przeciwciato IgG
specyficzne dla ludzkiej IL-12 (28/00 8C1-6) uzyte jako przeciwciato kontrolne do
eksperymentdw ELISA oraz mysie monoklonalne przeciwciato IgG specyficzne dla melittyny
(ELISA: 1:350, klon 3B9) zostaty wytworzone w Monoclonal Antibody Facility w Harry Perkins
Institute of Medical Research. Test TUNEL (In Situ Cell Death Detection Kit) uzyskano od
Roche.

Kolekcja jadu pszczelego

Jad pobrano od robotnic lub matek z kilku réznych populacji pszczét Apid. Prébki jadu
pobrane od europejskich pszczét miodnych (Apis mellifera) i trzmieli ptowoogonowych
(Bombus terrestris audax) pochodzity z Perth (Australia), Dublina (Irlandia) i Londynu
(Anglia). Pszczota miodna
jad zebrano od 30 robotnic z kazdej z trzech réznych kolonii z pasieki lub gospodarstwa, jak
opisano. Jad pszczoty miodnej z Australii zebrano z pasieki prowadzonej przez Centrum
Integracyjnych Badan nad Pszczotami (CIBER) znajdujgce sie na Uniwersytecie Australii
Zachodniej (UWA:  31.980151, 115.817919).
Jad pszczoty miodnej z Irlandii zostat zebrany z jednej kolonii w pasiece w Trinity College
Dublin (53,343933, 6,254635), a pozostate dwie kolonie z farm w poblizu Glasnevin
(53,383245, 6,276333) i Blanchardstown (53,384220, 6,375979). Jad pszczoty miodnej i
trzmiela z Anglii zostat zebrany na Royal Holloway University of London (51,425626,
0,562987). Jad trzmiela zostat zebrany od 20 robotnic z kazdej z 2 zakupionych komercyjnie
kolonii, przy czym pojedyncze krélowe trzmieli z kazdej z tych dwdch kolonii zostaty
wykorzystane do zebrania jadu krélowej trzmieli. Przygotowano niezalezne biologiczne
mieszanki gtdwne, oddzielajgc jad od réznych kolonii. tgcznie zebrano jad pochodzgcy od
312 pszczét.

Jad gruczotowy zebrano przez re czng sekcje . Pszczoty schwytano w poblizu wejscia do
ula w przypadku pszczét miodnych lub bezposrednio z kolonii w przypadku trzmieli,
znieczulono dwutlenkiem we gla i schtodzono na lodzie. Aparat zadlgcy wycie to z kazdej
osoby; naste pnie usunie to gruczot jadowy i umieszczono go w buforowanym fosforanem
roztworze soli fizjologicznej (PBS). Gruczoty przektuto igtg Terumo (25 G x 5/8) i odwirowano
(13000 g, 10 min, 4 °C), a naste pnie zebrano supernatant zawierajgcy jad w zawiesinie
ptynnej. Ste zenie biatka w kazdej mieszance gtéwnej okreslono ilosciowo za pomoca
Detergent Compatible Protein Assay (Bio-Rad), mierzgc absorbancje przy 750 nm za pomocg
Millennium Science BioTek PowerWave XS2 (oprogramowanie Gen 5 1.11, wersja 1.11.5).
Naste pnie kazdg mieszanke gtéwng podzielono na alikwoty i przechowywano w
temperaturze 80 °C.

Linie komérkowe i warunki hodowli

Wszystkie linie komérkowe zakupiono w American Type Culture Collection (Manassas, VA,
USA), z wyjgtkiem komdrek HEK293FT zakupionych od Invitrogen (Thermo Fisher Scientific,
Victoria, Australia), SUM149 i SUM159 uzyskanych od Asterand Bioscience (Detroit, MI, USA)
oraz komérek T11 i B.15 uprzejmie udoste pnionych przez Charlesa Perou i Lyube

Varticovski z University of North Carolina w
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sq bardzo dobrze scharakteryzowanymi liniami komérkowymi37,38.

(FBS). MCF 10A i MCF-12A (ludzki nabtonek zimmortalizowany)
komérki nieprzeksztatcone) hodowano w DMEM/F-12 z suplementami

Komérki inkubowano w temperaturze 37 °Ci 5% CO2, a naste pnie uzupetniono 1%

antybiotyk-$rodek przeciwgrzybiczy. HDFa (normalny pierwotny dorosty ludzki rak skéry)
Komérki fibroblastéw hodowano w DMEM z dodatkiem 10% surowicy ptodowej bydle cej

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota

(5% surowicy ptodowej konskiej, 20 ng/ml czynnika wzrostu naskérka, 10 pg/pl insuliny,
100 ng/ml toksyny cholery i 500 ng/ml hydrokortyzonu). NIH/3T3 (mysi
Komoérki (fibroblasty zarodkowe) hodowano w DMEM z dodatkiem 10% FBS.
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Ryc. 5 Melittin uwrazliwia wysoce agresywne guzy TNBC na leczenie docetakselem in vivo. a Badania zywotnosci komoérek T11 leczonych jadem pszczelim
i melittinem w monoterapii i w skojarzeniu z docetakselem przez 24 godziny. Przedstawiono reprezentatywne wykresy leczenia skojarzonego (n =3). b
Wykresy indekséw skojarzen uzyskane dla réznych frakcji komérek dotknie tych chorobg w kazdej kombinacji, obliczone przy uzyciu oprogramowania
CompuSyn. ¢ Obje tosci guzéw u myszy leczonych $rédguzowo nos$nikiem, 5 mg/kg melittinem, 7 mg/kg docetakselem i 5 mg/kg melittinem + 7 mg/kg
docetakselem. Strzatki wskazujg dni leczenia. Wskazano odpowiadajgce wykresy rozrzutu wzgle dnej zmiany obje tosci guzéw w dniach 3,719
(jednokierunkowa ANOVA, n = 12). d Reprezentatywne obrazowanie bioluminescencji (BLI) guzéw T11-lucyferazy u myszy w dniach 4, 10, 12 i 14 po
zaszczepieniu komérek. e Reprezentatywne obrazy immunohistochemii i immunofluorescencji w biopsjach guzéw od myszy pobranych w dniu 14 po
zaszczepieniu T11, barwionych przeciwciatami przeciwko melittynie, przeciwciatami przeciwko Ki-67, testem TUNEL, Hoechst, przeciwciatami przeciwko
PD-L1 i H&E (jednokierunkowa analiza wariancji, n = 8). Skale oznaczaja 100 pm. Dane przedstawiono jako srednia + SEM. R6znice uznano za istotne przy
p <0,05 (*), p<0,01 (**)i p <0,001 (***). Zobacz takze dodatkowe rysunki 7-9.

HEK293FT (ludzkie komérki embrionalne nerki 293 stabilnie ekspresujgce duzy antygen T
SV40) hodowano w DMEM z 10% FBS i suplementami (1% glutaminy i 0,4 mg/ml G418
Geneticin, Gibco). MCF7 (ludzki rak piersi luminalny A) hodowano w MEM a z 10% FBS i
suplementami (po 1% pirogronianu sodu, wodorowe glanu sodu i nieistotnych aminokwaséw).
T-47D i ZR-75-1 (oba ludzki rak piersi luminalny A) hodowano w RPMI z 10% FBS. MDA-MB-231
(ludzki rak piersi z niska klaudyng) hodowano w DMEM z 10% FBS. SUM149 (ludzki rak piersi
typu basal-like) hodowano w F-12 z 10% FBS. SUM159 (ludzki rak piersi z niskg klaudyna)
hodowano w F-12 z 5% FBS i suplementami (5 ug/ml insuliny i 1 pg/ml hydrokortyzonu). MDA-
MB-453 (ludzki rak piersi z wzbogaconym HER2) hodowano w DMEM z 10% FBS. SKBR3 (ludzki
rak piersi z wzbogaconym HER2) hodowano w RPMI z 10% FBS i 1% pirogronianu sodu. p53
T11 (mysi rak piersi z niska klaudyng) hodowano w podtozu RPMI 1640 z 10% FBS. BRCA

B.15 (mysi rak piersi typu basal-like) hodowano w podtozu RPMI 1640 z 10% FBS.

Badania zywotnosci

komérek Zywotnosé¢ komérek okreslono za pomocg Luminescent Cell Viability Assay zgodnie
z protokotem dostawcy. Komérki umieszczono na 96-dotkowych ptytkach hodowlanych i
inkubowano w temperaturze 37 °C i 5% CO2 przez 24 godziny. W przypadku badan dawka-
odpowiedz podtoze wyrzucono i zastapiono podtozem zawierajacym wskazane ste zenia jadu
pszczelego lub peptydu i hodowano przez 24 godziny. W przypadku zywotnosci komdrek
przez 60 minut komérki traktowano IC50 jadu pszczelego lub melittyny dla kazdej linii
komérkowej przez krétkie odste py czasu przez 1 godzing , a zywotnos$¢ okreslano
bezposrednio po leczeniu. Aby okresli¢ zywotno$¢, komérki inkubowano z odczynnikiem
CellTiter-Glo (CTG) 2.0 przez 10 minut. Zywotno$¢ komérek okreslono ilosciowo, mierzac
luminescencje za pomocg czytnika EnVision 2102 Multilabel Reader (PerkinElmer).
Eksperymenty przeprowadzono w powtérzeniach biologicznych (n = 3).

Produkcja podstawowego przeciwciata monoklonalnego przeciwko melittynie Produkcja
przeciwciat zostata przeprowadzona zgodnie z protokotami zatwierdzonymi przez Animal

Ethics Committee of the Harry Perkins Institute of Medical Research. Samice myszy A/) zostaty
uodpornione jadem pszczét miodnych zebranym w Australii. Myszy otrzymaty dootrzewnowe
zastrzyki 12 pg jadu w Complete Freund's Adjuvant (Difco), a naste pnie dawke przypominajgcg
Incomplete Freund's Adjuvant w 29. dniu i dawke przypominajgcg wodng w PBS w ste zeniu

7 pg/mysz w 49. dniu. Myszom pobrano krew w 60. dniu, a surowice zbadano metoda ELISA.
Najlepiej reagujgce myszy otrzymaty dawke przypominajgca 7 pg jadu pszczét miodnych w
PBS 4 dni przed fuzja. Komorki $ledziony potgczono z komérkami szpiczaka Sp2/0 zgodnie ze
standardowymi procedurami82.

Supernatanty zawierajgce przeciwciata przebadano metoda ELISA. Do dalszych badan
wybrano klon hybrydoma 3B9. Przeciwciato wytworzono poprzez hodowle komérek
hybrydoma w bioreaktorach w medium Hybridoma Serum Free Medium (Gibco). Przeciwciato
oczyszczono metodg chromatografii biatkowej G-Sepharose. Oczyszczone przeciwciato
dializowano w PBS (pH 7,3). Przeciwciato odtagd nazywano przeciwciatem anty-melityny (3B9).

Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Jady i peptydy umieszczono na przejrzystych 96-dotkowych ptytkach o krzywej wzrostu w

ste zeniu 5 pg/ml w buforze we glanowym i inkubowano w temperaturze 4 °C przez 24 godziny.
Ptyn usunie to, a ptytki przemyto trzy razy roztworem 0,05% TWEEN-20 (, Tween-20", Sigma-
Aldrich) w PBS. Pierwotne przeciwciata dodano do studzienek w rozcieniczeniach 1:2, zaczynajac
od 10 pg/ml w rozcieniczalniku (0,1% albuminy surowicy bydle cej (BSA) w PBS) i inkubowano
przez 1 h w temperaturze pokojowej. Pierwotne przeciwciata

npj Onkologia precyzyjna (2020) 24

usunie to, a ptytki przemyto trzy razy w 0,05% Tween-20 w PBS. Do studzienek dodano
poliklonalne kozie przeciwciato wtérne przeciwko specyficznemu dla taricucha y mysiej IgG
(1:1000 w rozcienczalniku) i inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej. Pierwotne
przeciwciata usunig to, a ptytki przemyto trzy razy w 0,05% Tween-20 w PBS. Do studzienek
dodano bufor do wywotywania testu ELISA, roztwér oczyszczonej wody zawierajacy 10%
kwasu cytrynowego (pH 4,2), 2% ABTS i 0,1% H202, a ptytki inkubowano w ciemnosci w
temperaturze pokojowej przez 15 min. Absorbancje rejestrowano przy 405 nm za pomocg
czytnika ptytek VICTOR Light z oprogramowaniem Wallac 1420 Manager Software
(PerkinElmer). Kontrolg byto mysie monoklonalne przeciwciato IgG (28/00 8C1-6), ktére
reaguje z ludzkim IL-12, natozone na peptyd melittyny na ptytce ELISA. Eksperymenty
przeprowadzono w powtdrzeniach biologicznych (n = 3).

Eksperymenty z konkurencjg przeciwciat przeciwko melittynie

Komérki HDFa i SUM159 umieszczono na 96-dotkowych ptytkach hodowlanych i inkubowano
w temperaturze 37 °Ci 5% CO2 przez 24 godziny. Rosnace ste zenia przeciwciata przeciwko
melittynie inkubowano z ste zeniami IC50 jadu pszczelego lub melittyny dla kazdej linii
komérkowej przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, a naste pnie dodawano do komérek
na 24 godziny. Zywotno$¢ komérek okreslono zgodnie z opisem w , Testy zywotnosci
komérek”. Eksperymenty przeprowadzono w powtérzeniach biologicznych (n = 3).

Western blot

Komérki umieszczono na ptytkach 6-dotkowych w ge stosci 300 000 komdrek/dotek i
inkubowano w temperaturze 37 °C i 5% CO2 przez 24 godziny. Eksperymenty z hodowlg
komérek przeprowadzono zgodnie z opisem, a naste pnie zastosowano standardowy protokét
Western blot zgodnie z opisem w niniejszym dokumencie. Komérki przemyto zimnym PBS i
lizowano zimnym buforem do lizy biatek (2% dodecylosiarczan sodu (SDS), 125 mmol/I Tris-
HCI, pH 6,8). Prébki poddano dziataniu ultradzwie kéw przez 10 s przy nate zeniu 10 mA, a
ste zenia biatek oznaczono ilosciowo za pomocg testu Detergent Compatible Protein Assay
(Bio-Rad). Réwne ilosci biatek zmieszano z buforem tadujgcym (Laemmli Sample Buffer, Bio-
Rad) uzupetnionym o $rodek redukujgcy ditiotreitol (DTT). Prébki biatka zdenaturowano
przez gotowanie w temperaturze 95 °C przez 5 min, zatadowano do gotowych zeli Mini-
PROTEAN (Bio-Rad) i poddano elektroforezie przy 100 V, a naste pnie przeniesiono na
membrany PVDF (Bio-Rad) za pomocg systemu Trans-Blot Turbo Transfer (Bio-Rad) na 7 min.
Membrany inkubowano z TBST (20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 150 mM NaCl i 0,1% Tween-20) z 5%
odttuszczonego mleka w celu zablokowania niespecyficznego wigzania.

Membrany inkubowano przez noc w temperaturze 4 °C z pierwotnymi przeciwciatami
rozcienczonymi w 3% BSA i 0,02% azydku sodu. Sygnat wykrywano za pomocg Luminata
Crescendo Western HRP Substrate (Millipore) z systemem obrazowania ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad) z oprogramowaniem Image Lab Software (Bio-Rad, wersja 6). Western bloty
uzyskano z tego samego eksperymentu i przetworzono réwnolegle. Nieprzycie te skany
Western blotéw przedstawiono na rysunkach uzupetniajgcych 10-15.

Cytometria

przeptywowa Apoptoze i martwice oceniano przy uzyciu zestawu Annexin V-FITC Apoptosis
Detection Kit I (BD Biosciences) zgodnie z protokotem producenta.

Komérki SUM159 umieszczono na 6-dotkowych plytkach hodowlanych na 24 godziny.

Naste pnie podtoze usunie to i zastgpiono podtozem zawierajgcym jad pszczeli lub melittyne
( ste zenia IC50) i hodowano przez 60 minut. Komorki zebrano z trypsyng i podtozem,
odwirowano (1000 g, 5 min, 24 °C), przemyto zimnym PBS, odwirowano (1000 g, 5 min, 24 °C)

i zawieszono ponownie w 1x buforze wigzgcym. Komérki przygotowano do ste zenia 1 miliona
komoérek/ml w 1x buforze wigzgcym. Prébki inkubowano z FITC i PI (5 pl kazdego) w ciemnosci
przez 15 minut. Obecnos¢ zywych, martwych, apoptotycznych lub martwiczych komérek
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oceniono za pomocg cytometru BD Accuri C6 (BD Biosciences, San Jose, USA) z
oprogramowaniem BD Accuri C6 i przeanalizowano za pomocg Flowjo™ (Ashland, USA,
Windows Version 7). Eksperymenty przeprowadzono w replikacjach biologicznych (n = 3).
Strategie bramkowania przedstawiono na Rys. uzupetniajgcym 16.

Mikroskopia zywych komérek

Komérki SKBR3 umieszczono w mikroptytce ze szklanym dnem (10 x 35 mm, MatTek) i
inkubowano przez 24 godziny. Mikroptytke pozostawiono do osiggnie cia réwnowagi w
komorze inkubacyjnej na szczycie stolika mikroskopu konfokalnego NIKON Eclipse Ti (37 °C i
5% CO2) przez 20 minut. Obiektyw 20x zostat uzyty z wyréwnaniem Kohlera, a obrazy
wykonywano co minute od 10 minut przed do 1 godziny po leczeniu IC50 jadu pszczoty
miodnej zebranego w Australii. Autorzy doceniaja udogodnienia oraz pomoc naukowg i
techniczng oferowang przez National Imaging Facility, zdolno$¢ National Collaborative
Research Infrastructure Strategy (NCRIS), a takze Australian Microscopy & Microanalysis
Research Facility, oba w Centre for Microscopy, Characterization and Analysis (CMCA), UWA,
placéwce finansowanej przez rzady uniwersytetu, stanu i Wspélnoty Narodéw.

Mikroskopia elektronowa skaningowa

Szkietka nakrywkowe ($rednica 12 mm, Menzel, Thermo Fisher Scientific) pokryto
bromowodorkiem poli-L-lizyny (Sigma-Aldrich) na 20 min, a naste pnie przemyto dwukrotnie
oczyszczong woda. Komérki SUM159 umieszczono na szkietkach w ge stosci 62 500 komérek/
dotek i inkubowano w temperaturze 37 °C i 5% CO2 przez 24 h. Komérki przemyto dwukrotnie
PBS, a naste pnie poddano dziataniu nodnika lub ste zen IC50 jadu pszczelego i melittyny
przez 1 h.

Komérki przemyto dwukrotnie PBS, naste pnie utrwalono 4% formaldehydem w PBS przez 25
min, a naste pnie przemyto ponownie trzy razy PBS. W celu przygotowania do mikroskopii
prébki zanurzono w 2,5% glutaraldehydu i inkubowano w temperaturze 4 °C przez 2 h. Prébki
przemyto wodg dejonizowang i zanurzono w rosngcych ste zeniach etanolu (50%, 70%, 95%,
100%, a naste pnie 100% absolutnego ,suchego” etanolu). Pomie dzy kazdym zanurzeniem
prébki odwadniano w specjalistycznej kuchence mikrofalowej (PELCO, BioWave 34700
Laboratory Microwave System). Proces odwadniania ukoriczono za pomocg Critical Point
Drying Apparatus E3000, aby zastgpi¢ etanol w prébce nadkrytycznym CO2. Przetworzone
szkietka nakrywkowe zamontowano na oprawach SEM (ProSciTech) z zaktadkami we glowymi.
Prébki pokryto platyng o grubosci 3 nm, aby uczynic¢ je przewodzacymi elektronicznie, zanim
uwidoczniono je pod skaningowym mikroskopem elektronowym (Zeiss 1555 VP-FESEM) w
CMCA, UWA. Obrazy wykonano za pomoca detektora w soczewce przy odlegtosdci roboczej 2,6
mm, aperturze 30 ym i napie ciu przyspieszajgcym 5 kV. Obrazy analizowano za pomoca
oprogramowania do analizy obrazéw FIJI (Image))83.

Immunofluorescencja

Szkietka nakrywkowe ($rednica 12 mm, Menzel, Thermo Fisher Scientific) umieszczono w 24-
dotkowych ptytkach i pokryto poli-L-lizyng (Sigma-Aldrich) przez 20 min, a naste pnie przemyto
dwukrotnie oczyszczong wodg. Komérki SUM159 umieszczono na szkietkach i inkubowano w
temperaturze 37 °C i 5% CO2 przez 24 h.

Komérki traktowano przez 30 min nosnikiem lub IC50 jadu pszczelego, melittinem, RGD1-
melittinem i réwnowaznym ste zeniem molowym melittinu dla DEDE-melittinu. Komorki
przemywano dwukrotnie PBS, a naste pnie utrwalano 4% paraformaldehydem w PBS przez
25 min, a naste pnie przemywano ponownie trzy razy PBS. Niespecyficzne wigzanie przeciwciat
blokowano, stosujgc 5% normalng surowice kozig (Thermo Fisher Scientific) w PBS przez 1 h
w temperaturze pokojowej.

Do komérek dodano przeciwciata pierwotne, w tym monoklonalne przeciwciato anty-melittin
(5 pg/ml) i 1:500 przeciwciata anty-EGFR [EP38Y] (Abcam). Prébki inkubowano z delikatnym
kotysaniem w temperaturze 4 °C przez noc. Komérki przemyto trzy razy PBS, a naste pnie
inkubowano z 1:500 przeciwciatem wtérnym kozim Alexa Fluor 488 anty-mysim, 1:500
przeciwciatem wtérnym kozim Alexa Fluor 594 anty-kréliczym i Hoechstem (1:5000) w PBS w
temperaturze pokojowej przez 1 h. Prébki przemyto trzy razy PBS i umieszczono na szkietkach
nakrywkowych za pomoca SlowFade Diamond Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific).
Slajdy obrazowano za pomocg konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Ti-E.

Zdje cia wykonano przy uzyciu obiektywu powietrznego 20x (NA 0,75) i sekwencyjnego
wzbudzenia przy uzyciu dtugosci fal 405 nm (Hoechst 34580), 488 nm (przeciwciato wtérne
Alexa Fluor 488) i 561 nm (przeciwciato wtérne Alexa Fluor 594). Zdje cia zebrano przy uzyciu
oprogramowania NIS-C Elements i przetworzono przy uzyciu FIJI (Image)) w CMCA83.

Opublikowano we wspétpracy z Hormel Institute, University of Minnesota
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Rezonansowy transfer energii bioluminescencji (BRET)

Interakcje receptor-ligand oceniano za pomocg BRET, stosujgc metode podobng do opisanej
wczesniej84,85. BRET obejmuje nieradiacyjny transfer energii (dipol-dipol) mie dzy dwoma
biatkami lub czgsteczkami zainteresowania znakowanymi albo lucyferaza dawcy, albo
fluoroforem akceptora po utlenieniu substratu przez lucyferaze i pézniejszej emisji Swiatta54.
Znaczniki FITC sprze zono z N-koricowym fragmentem melittyny (FITC-melittyna) i DEDE-
melittyny (FITC-DEDE-melittyna). Komérki HEK293 stabilnie wyrazajgce duzy antygen T SV40
(HEK293FT) wysiewano na ptytki 6-dotkowe w ge stosci 550 000 komérek/dotek przez 24
godziny. Komdrki HEK293FT transfkowano plazmidami zawierajacymi cDNA dla NanoLuc-
EGFR przy uzyciu FUGENE. Krétko méwigc, cDNA plazmidu inkubowano przez 10 min w
temperaturze pokojowej z mieszankg odczynnika transfekcyjnego i DMEM bez surowicy w
stosunku 10 ng/pl NanoLuc-EGFR: 4 pl FUGENE: 100 pl SFM. Mieszanke dodano do komérek
HEK293FT w koricowym ste zeniu 10 ng/pl NanoLuc-EGFR na dotek ptytki 6-dotkowej, a
komorki inkubowano przez 24 h.

Komérki przemyto PBS i oddzielono trypsyng, a naste pnie zebrano w medium zawierajgcym
5% surowicy ciele cej w DMEM bez czerwieni fenolowej. Komérki umieszczono w ilosci 50 000
komérek/dotek na 96-dotkowych biatych ptytkach pokrytych poli-L-lizyng i inkubowano przez
24 godziny. Do testéw nasycenia i kinetycznego BRET uzyto dwéch filtréw do jednoczesnego
pomiaru luminescencji krétko- i dtugofalowej odpowiadajgcej dtugosciom fali emisji
czgsteczek donora i akceptora.

W przypadku eksperymentéw kinetyki asocjacji ligandéw w czasie rzeczywistym, z komérek
usunie to medium, a naste pnie inkubowano je z 50 pL/dotek substratu NanoLuc furimazyny
do koncowego ste zenia 10 UM rozciericzonego w zréwnowazonym roztworze soli Hanka
(HBSS). Naste pnie komorki réwnowazono w czytniku ptytek CLARIOstar (BMG Labtech,
Australia) przez 5 min, aby zarejestrowa¢ odczyty bazowe. Naste pnie dodano ligandy (TAMRA-
EGF, FITC-melityne i FITC-DEDE-melityne ) do zakresu prawidtowych ste zer koricowych, a
rejestracje NanoBRET wykonywano co 90 s przez 60 min w temperaturze 37 °C. Do
eksperymentéw nasycenia z komérek usunie to podtoze, dodano szereg ste zenh TAMRA-EGF,
FITC-melityny i FITC-DEDE-melityny w obecnosci lub nieobecnosci konkurencyjnego ste zenia
(1 pM) nieoznakowanego EGF i inkubowano w temperaturze 37 °C przez 60 minut w ciemnosci.

Furimazyne dodano w ste zeniu koricowym 10 uM. Rejestracji dokonano przy uzyciu LUMIstar
Omega (BMG Labtech, Australia). Dane przedstawiono jako ,surowy wspétczynnik BRET”,
wyprowadzony ze stosunku emisji dtugofalowej (akceptor) do emisji krétkofalowej (dawca).
Eksperymenty przeprowadzono w replikatach biologicznych (n = 3).

Analiza taczonych efektéw lekéw Jad pszczeli lub

melittyna byty taczone z docetakselem i podawane w ste zeniach wskazanych w niestatym stosunku do
komérek T11 przez 24 godziny. Zywotnos$¢ komérek oceniano przy uzyciu CellTiter-Glo, jak wspomniano
wczesniej. kgczny efekt jadu pszczelego lub melittyny z docetakselem oceniano metodg mediany dawka-
efekt przy uzyciu oprogramowania CompuSyn (ComboSyn). Ta metoda okresla CI na podstawie efektu
potgczenia dwéch Srodkéw (gdzie CI < 1 oznacza synergie , CI > 1 oznacza antagoniste , a CI = 1 oznacza

addytywno$¢)56. Eksperymenty przeprowadzono w powtdrzeniach biologicznych (n = 3).

Model zwierze cy i leczenie

Te eksperymenty na zwierze tach przeprowadzono zgodnie z protokotami zatwierdzonymi
przez Animal Ethics Committee of UWA. Aby symulowa¢ zaawansowany model raka piersi z
niskim poziomem klaudyny, 2,5 x 105 komérek T11 zawieszono w podtozu bez surowicy i BD
Matrigel Matrix High Concentra-tion (BD Bioscience) w stosunku 1:1 do catkowitej obje tosci
100 pl i wstrzyknie to podskérnie w boki 5-tygodniowych samic BALB/c) (Animal Resources
Centre, WA, Australia) za pomocg iglty 26-G. Uzyte komérki T11 zostaty lentiwirusowo
transdukowane za pomocg konstrukgji ZsGreen-lucyferaza i sortowane trzy razy w celu
uzyskania wzbogacenia wyzszego niz 99% komérek lucyferazo-pozytywnych. Melityne
zawieszono w wodzie Milli-Q + 5% dekstrozy. Docetaksel (w proszku) zawieszono w 25%
TWEEN 80 (Sigma-Aldrich) i 75% mieszaniny 15,25:84,75 (v/v) roztworu absolutnego etanolu i
oczyszczonej wody i przechowywano w temperaturze 20 °C. Bezposrednio przed leczeniem
docetaksel Swiezo rozciericzono w wodzie Milli-Q + 5% dekstrozy do wymaganego ste zenia
koricowego. Trzy dni po wytworzeniu guzéw T11 (~50 mm3 ), myszy przydzielono losowo do
4 grup (n =12 myszy/grupe ). Leczenie wstrzykiwano srédnowotworowo w dniach 3,5, 7, 9,
11,1315 po zaszczepieniu komérek T11, z nosnikiem, melittyng (5 mg/kg), docetakselem (7
mg/kg) lub kombinacjg melittyny (5 mg/kg) i docetakselu (7 mg/kg). Wielko$¢ guza u zwierzat
monitorowano co 2 dni, a
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obje tosci obliczone na podstawie zmodyfikowanego wzoru elipsoidalnego (obje tos¢ = szerokos$¢2
x dtugosc¢/2). Zwierze ta zostaty humanitarnie uémiercone, gdy guzy osiagne ty 800 mm3

Analiza immunohistochemiczna guzéw Tkanki guzéw utrwalono w

4% paraformaldehydu, przemyto trzykrotnie w PBS i pozostawiono w 70% etanolu. Guzy zatopiono
w parafinie i przygotowano 5-um skrawki. Do barwienia hematoksyling/eozyng, szkietka
odparafinowano, uwodniono przy uzyciu banku roztworéw etanolu o malejacej zawartosci,
zabarwiono hematoksyling Gilla, odwodniono przy uzyciu 70% etanolu, zabarwiono eozyng, dalej
odwodniono przy uzyciu 100% etanolu, oczyszczono przy uzyciu toluenu i umieszczono w szkietkach
nakrywkowych przy uzyciu medium montazowego Acrymount IHC (StatLab).

Apoptoze komdrek nowotworowych okreslono w wycinkach tkanek za pomocg testu TUNEL
(zestaw do wykrywania $mierci komérek in situ, Roche).

Obrazowanie bioluminescencji Aby

doktadnie $ledzi¢ zmiany wzrostu guza in vivo podczas leczenia, przeprowadziliémy analize
bioluminescencji przy uzyciu systemu obrazowania Caliper IVIS Lumina I w CMCA, UWA. Analizy
przeprowadzano co 2 dni po wytworzeniu guzéw. Myszom wstrzykiwano dootrzewnowo 200 pl D-
Lucyferyny (Cayman Chemical) o koricowym ste zeniu 150 mg/kg rozpuszczonej w PBS przed

znieczuleniem 4% izofluranem. Po znieczuleniu myszy umieszczano w ogrzanej komorze urzgdzenia

do obrazowania bioluminescencji i obrazowano 7-12 minut po wstrzyknig ciu, przy 2% izofluranie,
az intensywnos¢ sygnatu bioluminescencji osiggne ta stan ustalony.

Analiza statystyczna

Wszystkie dane pochodzg z wielu eksperymentéw przeprowadzonych co najmniej trzykrotnie.
Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu GraphPad Prism v8 (GraphPad Software Inc.),
Office Excel 365 (Microsoft) i oprogramowania SPSS Predictive Analytics Software (IBM, wersja 26).
W przypadku testéw zywotnosci komérek dane znormalizowano do $redniej luminescencji stanu
nosnika, ktéry uznano za 100% zywotnosci, a wartosci IC50 uzyskano w GraphPad Prism.

W przypadku immunohistochemii leczonych guzéw T11 w celu wykrycia p-HER2 (Tyr1248) i p-EGFR
(Tyr1068), nosnik znormalizowano do 100%. W stosownych przypadkach i zgodnie z zaleceniami w
tekscie gtdwnym istotnos¢ statystyczng okreslono przy uzyciu nieparzystego dwustronnego testu
t-Studenta, nieparzystej jednokierunkowej analizy wariangcji z testem post hoc HSD Tukeya
korygujagcym wielokrotne poréwnania, dwukierunkowej analizy wariancji z powtarzanymi
pomiarami, a naste pnie testu wielokrotnych poréwnan Sidaka lub Tukeya lub uogélnionego
modelu liniowego (GLM).

W przypadku wszystkich testéw réznice uznano za istotne na poziomie p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)i p
<0,001 (¥**).

Podsumowanie sprawozdania

Wie cej informacji na temat projektu badawczego mozna znalez¢ w Podsumowaniu Sprawozdania
z Badan Nature doste pnym pod tym artykutem.

DOSTEPNOSC DANYCH

Wszystkie dane wygenerowane lub przeanalizowane podczas tego badania sg zawarte w tym
opublikowanym artykule (i jego plikach z informacjami uzupetniajgcymi). Przeciwciato anty-melityny
opracowane w Monoclonal Antibody Facility w Harry Perkins Institute of Medical Research moze zosta¢
udoste pnione po zawarciu odpowiednich uméw.

Otrzymano: 9 pazdziernika 2019 r.; Przyje to: 28 lipca 2020 r.;
Published online: 01 September 2020
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