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Pérmbledhje

Acidi 9-hidroksistearik (9-HSA) éshté njé produkt endogjen i procesit t& peroksidimit t&
lipideve g€ paragqitet si njé agjent bllokues i efektshém i deacetilazés histonike 1 (HDAC1).
9-HS A ka efekte antiproliferative mbi linjén gelizore t€ adenocarcinomés s€ kolonit, HT29,
né t€ cilén shkakton aktivizimin e pavarur nga p53 t€ gjenit p21,, .1 [1]. Bashkéveprimi
mes 9-HSA dhe njé modeli 3D t€ HDAC] &shté analizuar népérmjet docking-ut molekular.
Duket se domeni katalitik i HDAC1 bashkévepron né ményré mé t€ géndrueshme me (R)-
9-HSA krahasuar me izomerin (S): né fakt, energjia e bashkéveprimit éshté -8.45 kcal/mol
dhe -1.97 kcal/mol pérkatésisht pér izomerét (R) dhe (S), ndérsa energjia e liré e pérllogaritur
rezulton -6.31 kcal/mol pér izomerin (R) dhe +4.98 kcal/mol pér (S)-9-HSA [2].

Né kété studim, izomerét (R) dhe (S) t€ 9-HSA u izoluan dhe aktiviteti i tyre biologjik u
testua n€ gelizat HT29. Pas 24 oré kultivimi, gelizat HT29 u trajtuan me 50M té (R) dhe
(S)-9-HSA dhe mé pas membranat e tyre gelizore u béné té pérshkueshme népérmjet njé
solucioni té pérbéré nga RNase dhe propidium jodi (PI). Fluoreshenca e PI u analizua me
citometrin Epics Elite (Coulter) dhe analiza e ciklit gelizor u krye me programin M Cycle
(Verity) dhe MODFIT 5.0.

Trajtimi me (S)-9-HSA shkaktoi njé bllokim té ciklit qelizor né fazén GO/G1. Pér té njéjtin
pérgendrim, (R)-9-HS A pati nj€ efekt mé té€ theksuar: u verifikua nj€ rritje e ndjeshme e numrit
té gelizave né fazé€n GO/G1. Pér t€ studiuar efektin e (R) dhe (S)-9-HSA mbi aktivitetin e
deacetilazave histonike (HDAC1, HDAC2 dhe HDAC3), enzimat u imunoprecipituan nga
qgelizat HT29 dhe aktiviteti i tyre katalitik u analizua duke pérdorur si substrat histone [*H].
Sasia e acetatit [*H] t€ 1€shuar pas aktivitetit té deacetilazave u shpreh si cpm/mg proteiné.
N¢ prani té€ (R)-9-HSA u vézhgua njé rénie e theksuar e sasisé s¢ acetatit [*°H], treguese e
efektit mé té forté bllokues mbi aktivitetin e HDACI1, HDAC2 dhe HDAC3 krahasuar me
izomerin S.

Fjalé celés: (R)- dhe (S)-9-HSA, HDACI, cikél gelizor, aktivitet enzimatik né radioaktivitet.
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(R)-9-HSA HAS A MORE REMARKABLE ANTIPROLIFERATIVE EFFECT COMPARED TO
(S)-9-HSA

Abstract

The endogenous lipoperoxidation product 9-hydroxystearic acid (9-HSA) is an inhibitor
of HDACI1 and its administration to HT29, a colon adenocarcinoma cell line, induces a
proliferative arrest mediated by a direct activation of the p21 .1 gene, bypassing pS3[1].
In a recent work the interaction of 9-HSA with the catalytic site of the 3D model of HDAC1
has been tested with a docking procedure. Noticeably, when interacting with the catalytic
site, the (R)-9-enantiomer is more stable than the (S) one: in fact the energies of interaction
are -8.45 kcal/mol and -1.97 kcal/mol for the (R) and (S) isomer, respectively, and the
estimated free energies of binding are -6.31 kcal/mol and +4.98 kcal/mol for (R) and (S),
respectively[2].

In this study (R) and (S)-9-HSA were isolated and their biological activity tested in
HT29. After 24h of growth HT29 cells were treated with 50 M of (R) or (S)-9-HSA and
then permeabilized by incubation with a solution of RNase and propidium iodide (PI).
PI fluorescence was analyzed with a flow cytometer Epics Elite (Coulter), and cell cycle
analyses were performed by M Cycle (Verity) and MODFIT 5.0 software.

A concentration of 50 M (S)-9-HSA induced a growth arrest in GO/ G1. At the same
concentration (R)-9-HSA showed a more remarkable antiproliferative effect, resulting
in an increase of cells in GO/ G1. To asses the effects of (R) and (S)-9-HSA on histone
deacetylase 1 (HDAC1), HDAC2 and HDAC3 activity, HDACs were immunoprecipitated
from HT29 cells and their catalytic activity were assayed by using [*H] histones as the
substrate. The amount of [°’H] acetate released by deacetylase was expressed as cpm/mg
protein. In presence of (R)-9-HSA a drastic reduction of percentage of [°’H] acetate released
was observed, showing a stronger inhibitor effect on HDAC1, HDAC2 and HDAC3 activity
than the S isomer.

Key words: (R)- dhe (S)-9-HSA, HDACI, cell cycle, catalytic activity.

Hyrje

Studime té ndryshme mbi peroksidimin e lipideve endogjene kané treguar se produktet e kétyre
proceseve luajné njé rol t€ réndésishém né shuméfishimin gelizor. Pérgendrimi i produkteve té
peroksidimit t& lipideve ulet dukshém né gelizat tumorale: me rritjen e shkall€s sé malinjitetit t&
tumorit, ulet pérgendrimi i produkteve té peroksidimit lipidik. Acidi 9-hidroksistearik (9-HSA)
€shté njé nga produktet e peroksidimit lipidik, pérgendrimi i té cilit ulet ndjeshém né gelizat
tumorale krahasuar me ato normale [3]. Analiza e efekteve biologjike t€ shkaktua nga trajtimi me
9-HSA 1 linjave t€ ndryshme tumorale, ka treguar se ky acid vepron mbi deacetilazat e histoneve
(HDAC) [4].

Deacetilazat e histoneve (HDAC) eliminojné grupet acetile nga lizinat e skajeve aminike té
proteinave histonike duke kontrolluar shprehjen e gjeneve [5]qé rregullojné proceset e shuméfishit
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dhe diferencimit gelizor, t€ alteruara né format e ndryshme tumorale [6] [7] [8]. HDAC-t€ e klasés
I (HDACI, HDAC2, HDAC3) lokalizohen né€ bérthamat e gelizave [9] [10] dhe rezultojné té
hiperaktivizuara né lloje t€ ndryshme tumoresh [11] [12] [13]. Bllokimi i aktivitetit t& tyre éshté
nj€ nga fushat e veprimit t& terapis€ antitumorale.

9-HSA vepron si agjent bllokues i aktivitetit katalitik t¢ HDAC1 dhe shkakton efekte citostatike
dhe citotoksike né linja t€ ndryshme tumorale, por nuk ka efekt né gelizat normale (vegse né doza
shumé t€ larta) [14]. N€ linjén gelizore t€ adenocarcinomés sé kolonit, HT29, acidi 9-hidroksistearik
shkakton aktivizimin e pavarur nga p33, t€ gjenit p21 .1 [1]. Si pasoj€, cikli gelizor bllokohet né
fazén GO/G1 dhe aktivizohet diferencimi i qelizave [1] [14].

Acidi 9-HSA paragqitet si njé kandidat potencial pér zhvillimin e njé bari antitumoral té kategorisé
sé agjentéve bllokues t&€ HDAC-ve, pasi karakterizohet nga njé shkall€ e larté specificiteti, né
pérputhje me fokusin e protokolleve farmaceutike.

N¢ kété studim jané€ analizuar efektet qé shkakton kiraliteti 1 9-HS A né bashké&veprimin me HDAC-
té e klasés I, si dhe pasojat biologjike t€ kétij bashkéveprimi.

Fokusi 1 paré€ 1 kétij studimi ka gené pércaktimi 1 specificitetit t€ bashkéveprimit t€ 9-HSA dhe
HDACI. Né fakt, studimet e méparshme t€ docking-ut molekular kané treguar njé bashkéveprim
té forté¢ mes HDAC1-9-HSA, dhe né veganti (R)-9-HSA krijon lidhje mé té forté krahasuar me
izomerin (S): né fakt, energjia e bashkéveprimit &shté -8.45 kcal/mol dhe -1.97 kcal/mol pérkatésisht
périzomerét (R) dhe (S), ndérsa energjia e liré€ e pérllogaritur rezulton -6.31 kcal/mol pér izomerin
(R) dhe +4.98 kcal/mol pér (S)-9-HSA [2].

Duke gené se kiraliteti i molekulave luan njé rol thelbésor né sistemet biologjike, izomerét e pastér
(R)-9-HSA dhe (5)-9-HSA u sintetizuan in vitro dhe efektet e tyre biologjike u analizuan né€ linjén
qelizore HT29.

Pér mé tepér, efekti 1 t€ dy izomerévé mbi aktivitetin e enzimave HDAC1, HDAC2 e HDACS3 té
izoluara nga kéto geliza, u analizua edhe in vitro me qéllim konfirmimin e t€ dhénave eksperimentale

té arritura me eksperimentet e docking-ut molekular dhe pércaktimin e specificitetit t€ 9-HSA pér
HDAC-té e klasés I.

Materialet dhe Metodat

Kulturat gelizore dhe trajtimi me 9-HSA

Modeli eksperimental 1 pérdorur né€ kété studim €shté linja gelizore e adenocarcinomés s€ kolonit,
HT29, né t€ cilén gjeni i p5S3 &shté i1 inaktivizuar si pasojé e njé mutacioni. Qelizat jané kultivuar
né€ medium 1640 (Euroclone) né té€ cilin jan€ shtuar 10% (v/v) serumi fetal bovin (FBS) dhe 2 mM
L-glutamin€ (Sigma). Ato jané vendosur n€ inkubator né 37°C me atmosferé 5% (v/v) CO, dhe
jané tripsinizuar ¢do tre-katér dité. Gjaté tripsinizimit, gelizat jané laré paraprakisht me tamponin
fosfat PBS g€ pérmban 8 g/L NaCl (Sigma), 1.15 g/L Na, PO, (Sigma), 0.2 g/L KH PO, (Sigma),
0.2 g/L KCI (Sigma), dhe jané trajtuar pér 5 minuta né 37°C me 0.125% (w/v) tripsiné (Seromed)
- 0.02% (w/v) EDTA (Sigma). Pas shképutjes nga piastra e kultivimit, aktiviteti i tripsinés éshté
bllokuar me mediumin e kultivimit dhe gelizat e numéruara me Burker jané inokuluar né piastra t&
reja me njé€ pérgendrim 1x10° geliza/cm?.

Acidi 9-hidroksistearik (9-HSA) me pérgendrim 33.3 mM é&shté tretur né etanol absolut dhe éshté
mbajtur né +4°C. Pas 24 oré kultivimi, gelizat jané trajtuar duke tretur 9-HSA né mediumin e
kultivimit né pérgendrimet pérkatése.
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Sinteza e (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA
Format e purifikuara té acidit (R)- dhe (S)-9-hidroksistearik jané sintetizuar né laboratorin e Dr.
Carla Boga né Departamentin e Kimis€ Organike “A. Mangini” t& Universitetit t&€ Bolonjés [15].

Testii MTT

Pércaktimi i dozés sé€ (R)-9-HSA apo (5)-9-HSA ¢ bllokon rritjen e 50% t€ gelizave (IC50) éshté
béré me metodén e MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium) bromide. N& kété
metod€, shfrytézohet aftésia e enzimés mitokondriale, suksinat dehidrogjenazé, pér té reduktuar
MTT né formazan, i cili ka ngjyré t€ kuge dhe &shté 1 patretshém né€ ujé. Krijimi 1 precipitateve té
formazanit €shté tregues i integritetit gelizor, pra formazani formohet vetém nga gelizat e gjalla.

Qelizat HT-29 jané inokuluar n€ piastra 6-multiwell dhe pas 24 oré kultivimi jané trajtuar pér 24
oré me pérgendrime rrit€se 5 nM — 300 uM té (R)-9-HSA apo (S)-9-HSA. 1 mL solucion MTT
(0,2 g/L n€ PBS) éshté shtuar n€ ¢do 6-multiwell pas eliminimit t€ mediumit t€ rritjes. Qelizat jané
vendosur pér 2 oré né inkubator dhe mé pas MTT &shté zévendésuar me 2 mL izopropanolol, né t&
cilin treten kristalet e formazanit[16]. Pas 20 min n€ temperaturé ambienti, tret€sira éshté analizuar
né€ 570 nm me spektrofotometrin UVIKON 930 (KONTRON). Vlera e IC50 &shté pérllogaritur si
funksion 1 densitetit optik né 570 nm kundrejt logaritmit té pérgendrimeve té (R)-9-HSA apo (S5)-
9-HSA duke pérdorur sofiware-in PRISM PROJECT 3.

Analiza e ciklit gqelizor

24 oré pas trajtimit me 50 uM (R)-9-HSA dhe (5)-9-HSA, gelizat HT-29 dhe qelizat e rritura
né t€ njéjtat kushte, por t€ patrajtuara (kontroll) jané tripsinizuar, numéruar né¢ Burker dhe jané
centrifuguar pér 10 min né 240 g. Ato jané€ laré dy heré me PBS dhe jané vendosur né solucionin
citrat hipotonik/propidium joduri (PI): 0.1% (w/v) citrat trisodik (Sigma), 0.01% (v/v) Nonidet
P40 (Sigma), 10 mg/mL ARN-az¢ (Sigma), 50 mg/mL PI (Sigma). Qelizat jan¢ vendosur pér 30
min né inkubator né 37°C, pér t¢€ mundésuar degradimin e ARN-s¢ gelizore nga nukleazat.

PI &shté njé sondé fluoreshente qé futet mes bazave t€ ADN-sé dhe pas eksitimit n€ 495 nm,
l&shon fluoreshencé n€ 639 nm. Intensiteti 1 fluoreshencés sé€ 1€shuar Eshté né perpjesétim t& drejté
me sasin€ e ADN-s€ g€ gjendet n€ ¢do gelize.

Qelizat jané analizuar me citometrin Epics Elite (Coulter). Pércaktimi i sasis€ s€ gelizave t€ shpérndara
né secilén fazé t€ ciklit gelizor éshté béré me programet M Cycle (Verity) dhe MODFIT 5.0.

Ekstraktimi i histoneve

Pas tripsinizimit gelizat jané cetrifuguar pér 10 minné€ 240 g. Ato mé pas jané laré me PBS
té ftohté dhe rreth 1.5 x 107 geliza jané lizuar pér 15 min né€ akull me 750 pL njé tampon qé
pérmban: tampon 10 mM NaH, PO, / Na,HPO, (Sigma) me pH 7.4, 10 mM NaCl (Sigma), 5 mM
MgCl, (Sigma), 0.1% (v/v) Nonidet (Sigma), 0.5 mM vanadat natriumi (Sigma), 0.5 mM fenil-
metil-sulfonil-fluorur (PMSF) (Sigma) dhe 10 pg/mL pér secilin agjent bllokues t€ proteazave
(aprotining, leupepting, antipainé, pepstating) (Calbiochem).

Lizati &éshté trajtuar me 3% (w/v) paraformaldehid (Sigma) pér t€ penguar shkatérrimin e
membranave bérthamore ndérkohé g€ tretja e citoplazmave €shté kontrolluar né mikroskopin optik.
Bérthamat e gelizave jané€ izoluar népérmjet centrifugimit pér 5 min né 2000 g né temperaturé
+4°C dhe jané laré dy heré né 10 mM PBS-butirat natriumi (Sigma).

Pér ekstraktimin e histoneve, bérthamat e gelizave jané trajtuar pér njé oré né +4°C me 0.2 mL
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t€¢ 0.2 M H,SO, dhe mé pas jané centrifugar pér 5 min né€ 15.000 g. Surnatanti €shté trazuar me
aceton dhe €shté 1€n€ né€ —20°C overnight pér t&€ mundEsuar precipitimin e histoneve. T¢€ nesérmen
preparati éshté centifuguar pér 5 min né 15.000 g. Histonet e precipituara jané tharé me fluks azoti
né nj€ kapé kimike dhe jané tretur né€ 50 uL H,O.

Dozimi i proteinave

Dozimi i proteinave &shté béré me metodén spektrofotometrike t€ Bradford. Pérpara secilit
dozim, spektrofotometri éshté taruar me pérgendrime té njohura t€ albuminés s€ serumit bovin
(BSA) (Sigma). Ngjyruesi 1 Bradford, Comassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad), u éshté shtuar
kampionéve (BSA apo lizate gelizore) dhe absorbanca n€ 595 nm éshté matur me spektrofotometrin
Uvikon 930 (Kontron). Pérgendrimet proteike té lizateve gelizore jané pérftuar duke ekstrapoluar
vlerat pérkatése nga grafiku i BSA.

Testi i bllokimit té aktivitetit enzimatik t¢ HDAC-ve

Pas izolimit t€ bérthamave gelizore (pérshkruar mé sipér) t&€ HT29, enzimat HDACI, 2 dhe 3 jané
izoluar népérmjet imunoprecipitimit. Bérthamat jané€ laré né PBS té ftohtg, jané tretur né tamponin
HDA (20 mM TRIS (Sigma) me pH 8§, 150 mM NacCl (Sigma), 10% (v/v) glicerol (Sigma), 0.1
mM PMSF (Sigma), 10 pg/mL t€ secilit nga agjentét bllokues té proteazave: aprotining, leupeptiné,
pepstating, antipainé (Calbiochem)) dhe jané vendosur pér 3 min né sonikator me fuqi maksimale.

Njé sasi prej 500 pg proteinash bérthamore €shté trajtuar me tamponin HDA qé pérmbante 5 pg
té antitrupit kundér HDAC1 (Upstate), HDAC2 (BioLegend) apo HDAC3 (BioLegend) dhe éshté
1€n€ overnight n€ +4°C. T¢€ nes€érmen kompleset antitrup-HDAC jan€ imunoprecipituar né reziné
“Protein A Sepharose” (GE Healthcare) dhe jané laré katér heré me tampon HDA. Antitrupat e
pérdorur pér imunoprecipitim nuk alterojné aktivitetin e enzimave.

Si substrat pér enzimat e precipituara mé sipér, jan€ pérdorur histonet (me *H) e ekstraktuara nga
qgelizat HT-29. 5 x 10° geliza jané trajtuar pér njé oré né 37°C me 0.5 mCu/mL di acetat natriumi
té triciuar. Jané izoluar bérthamat gelizore dhe prej tyre jané ekstraktuar histonet (si pérshkruar mé
sipér). Sasia e histoneve té ekstraktuara ésht€ matur me metodén e Bradford (pérshkruar mé sipér)
dhe radioaktiviteti i tyre éshté pércaktuar né Bcounter.

Enzimat e imunoprecipituara (HDACI, 2 o 3) jan€ vendosur pér 30 min né 4°C né tamponin HDA
(50uL) né prani apo né mungesé t€ 5 uM té€ secilit prej agjentéve bllokues (R)-9-HSA apo (S5)-9-
HSA. Késaj tretésire i jan€ shtuar mé pas 6000 cpm histone té triciuara dhe reaksioni éshté 1€né t&
zhvillohet né banjé termostatike (37°C) pér 2 oré. Reaksioni éshté bllokuar me 50 pL tamponi té
pérbéré nga 1 M HCI dhe 0.16 M acid acetik.

Mé pas, pér té ekstraktuar acetilet e triciuar, jan€ shtuar 400 puL etilacetati dhe pas pérzierjes né
vortex &sht€ marré faza organike e tretésirés. Kjo fazé €shté tretur né 10 mL 1€ngu shintilimi dhe
radioaktiviteti 1 saj €shté matur né Bcounter. Numérimet pér minut€ (cpm) g€ jané pérftuar né
Bcounter, jané normalizuarmé pas me sasiné e proteinave.

Rezultatet

Pércaktimi i dozave toksike té (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA né qelizat HT29

(R)-9-HSA dhe (S5)-9-HSA t€ sintetizuara n€ laborator jané€ pérdorur pér t€ trajtuar gelizat HT29.
Doza gé shkakton vdekjen e 50% t€ qgelizave (IC50) €shté pércaktuar me metodén e MTT. Pas 24

36 “OPTIME”



SHKENCAT MJEKESORE

Johana Hysomema

oré€ trajtimi me pérgendrime rrit€se t€ (R)-9-HSA apo (5)-9-HSA, vlerat e IC50 t€ pérftuara jané
60.1 mM pér izomerin (R)-9-HSA dhe 52.1 mM pér izomerin (5)-9-HSA (Fig. 1).

1.00_ v (S)-9HSA
ICsp= 52.1 uM
R2= 0,9717
e 0.75 = (R)-9HSA
c ICs= 60.1 uM
o 2_
R“= 0,9134
5 050
(2]
Q9
< 0.25 |
0.00 3
-6.0 -9.5 -9.0 45 40 -3.5 -3.0

log[M]

Figura 1: Pércaktimi i vlerés s€ IC, néqelizat HT29 e trajtuara me pé€rqénrime rritése t€ (R)-9-
HSA dhe ($)-9-HSA, duke pérdorur programin PRISM PROJECT 3.

Efektet e (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA mbi ciklin gelizor té gelizave HT29

Paralelisht me pércaktimin e vlerave t€ IC50, jan€ vlerésuar edhe efektet g€ kané t€ dy izomerét mbi
ciklin gelizor t€ gelizave HT29. Cikli gelizor €shté analizuar pas 24 orésh trajtimi me pé€rqendrimin
50 uM t€ (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA (Fig. 2).

Dihet se né€ pérgendrimin 100 xM 9-HSA (pra forma totale g€ pérmban t€ dy izomerét) shkakton
bllokim e ciklit gelizor né fazén GO/G1.

Nga eksperimentet rezultoi gjithashtu se pas 24 oré€sh edhe (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA, né
pérgendrimin 50 uM, shkaktojné grumbullimin e gelizave né€ fazé€n GO/G1 t€ ciklit gelizor. Né
vecanti, bllokimi i ciklit gelizor n€ kété faz€ ésht€ mé i theksuar pér izomerin (R)-9-HSA.

Vlen t€ theksohet se, pavarésisht vlerave pothuaj t€ nj€jta t€ IC50, efektet mbi bllokimin e ciklit
gelizor jan€ shumé t€ ndryshme.

(R)-9-HSA shkakton grumbullimin e gelizave n€ fazén GO/G1 (69% vs 55% té qgelizave kontroll) t&
ciklit gelizor dhe nj€ ulje t€ theksuar t€ numrit t€ gelizave né fazat S dhe G2/M (pérkatésisht 13%
dhe 17% vs 23% dhe 21%t¢€ gelizave kontroll).

Ndryshe ndodh me (§5)-9-HSA g€ shkakton vetém njé ngadal€sim t€ ciklit gelizor, né fazén GO/
G1 (62% vs 55% té gelizave kontroll), ndérkohé g€ n€ fazat S dhe G2/M gelizat e trajtuara jané
pérkatésisht 18% dhe 20% vs 23% dhe 21% t€ gelizave kontroll, pra gelizave u duhet mé shumé
kokeé pér t€ kaluar nga njéra faz€ né fazén tjetér t€ ciklit.

Kéto eksperimente tregojné se efektet e (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA mbi ciklin gelizor nuk varen
nga doza (pérgendrimi) e pérdorur né trajtimin e gelizave.
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Figura 2: Analiz€ e ciklit gelizor t€ gelizave HT29 kontroll apo t€ trajtuara me 50 M (R)-9-HSA
apo (5)-9-HSA né citometrin Epics Elite (Coulter).

Bllokimi i aktivitetit té¢ enzimave HDAC

Aftésia e izomeréve (R)-9-HSA dhe (5)-9-HSA pér t€ vepruar si agjenté gé€ bllokojné aktivitetin
e enzimave HDAC1, HDAC2 e HDACS3, t€ cilat i pérkasin klasé€s I t&¢ HDAC-ve, u vlerésua me
reaksione in vitro.

Aktiviteti 1 enzimave t€ imunoprecipituara nga qelizat HT29 €sht€ analizuar né€ prani dhe né
mungesé t€ 5 mM té agjentéve bllokues (R)-9-HSA apo (5)-9-HSA, duke pérdorur si substrate
histonet [*H] (t€ ekstraktuara nga qelizat HT29). Agjentét bllokues jané pérdorur né t€ njéjtin
pérgendrim t€ matur pér 9-HSA né€ bérthamat e gelizave HT29.

Acetatet [*H] t€ 1éshuara pas veprimit t€ enzimave, ekstraktohen né fazé organike dhe radioaktiviteti
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1 tyre matet né b counter.

Né figurat 3-5 tregohet aktiviteti i matur pér enzimat HDACI1, 2 e 3. Aktiviteti i enzimave té
pabllokuara (n€ reaksionet e t€ cilave nuk jan€ shtuar (R)-9-HSA apo (5)-9-HSA) &shté pércaktuar
n€ ményre arbitrare si 100% (g€ nénkupton aktivitet t€ plot€ krahasuar me aktivitetin e enzimave
né prani t€ agjentéve bllokues).

Pér analizat statistike u pérdor versioni 5 i GraphPad Prism. Vetém vlera t€ P<0.05 u konsideruan
t€ pranueshme. Né€ figurén 3 vérehet se izomeri (5)-9-HSA bllokon 52% t€ aktivitetit t&¢ HDACI,
ndérsa (R)-9-HSA bllokon 81% t€ aktivitetit t€ saj. [zomeri (§)-9-HSA bllokon 18% t€ aktivitetit t&
HDAC?2, g€ tregohet né figurén 4, ndérsa (R)-9-HSA bllokon 40% aktivitetit t€ saj. S€ fundi, (S)-9-
HSA bllokon 11% té aktivitetit t&€ HDAC3 dhe (R)-9-HSA 17% t€ aktivitetit t€ saj (fig. 5).

= 1}
. . HDAC2
N &
E B " " ++
i £ »
g 2
EE * & u & —
& i
FI B ow
g
%
20 20
kenteoll [S-EHGA [RI-3HZA ! kentroll [SHaHEA [RIHFHEA
Figura 3: Aktiviteti enzimatik i HDACI1 né Figura 4: Aktiviteti enzimatik i HDAC2 né
gelizat kontroll dhe t€ trajtuara me 5 mM (S) gelizat kontroll dhe t& trajtuara me 5 mM (S)
-9-HSA apo (R)-9-HSA,**P < 0.01; *P < 0.05. -9-HSA apo (R)-9-HSA, **P < 0.01; *P < 0.05.
100 =
EXd
H =
E ]
i
B -]
E
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! koabroll (E-SER [la 2T

Figura 5: Aktiviteti enzimatik i HDAC3 né gelizat kontroll
dhe té trajtuara meS mM (5)-9-HSA apo (R)-9-HSA,**P < 0.01; *P < 0.05.
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Vérehet se efekti i t€ dy izomeréve t€ 9-HSA €shté shumé i forté n€ bllokimin e aktivitetit t¢ HDAC1
dhe se (R)-9-HSA bllokon aktivitetin e t& tria HDAC-ve t€ klasés I mé shumése (S)-9-HSA.
Veprimi i (R)-9-HSA pothuaj e anulon plotésisht aktivitetin e HDAC1 dhe ul dukshém até té
HDAC?2 duke gené se sitet katalitike t¢ HDAC1 dhe HDAC?2 jané t€ shumé t€ ngjashme dhe té
konservuara gjaté procesit t€ evolucionit. Si (R)-9-HSA, ashtu edhe (S)-9-HSA bllokojné vetém
pjesérisht aktivitetin e HDAC3.

Vértetohet késhtu se kiraliteti 1 9-HSA €shté pércaktues pér aktivitetin e tij bllokues mbi enzimat e
klasés I t&€ HDAC-ve dhe pér efektet biologjike t€ shkaktuara né vijim t€ bllokimit t€ kétij aktiviteti
katalitik.

Diskutim

Acidi 9-hidroksistearik éshté njé agjent bllokues i HDAC-ve qé shkakton bllokim té ciklit gelizor
né linjén gelizore t& adenocarcinomés s€ kolonit, HT29 dhe diferencimin e qelizave drejt njé
fenotipi beninj. Cikli gelizor bllokohet né fazén GO/G1 népérmjet aktivizimit t€ gjenit p21VAF'ng
ményré t€ pavarur nga p53. Efekte biologjike té€ ngjashme jané raportuar né linja t€ ndryshme
qelizore edhe pér agjenté t€ tjeré bllokues t&€ HDAC-ve, si MS-275 apo butirati té cilét shkaktojné
hiperacetilim t€ histoneve.

Né kété studim, €shté analizuar bashkéveprimi 1 9-HSA me HDACI, duke u ndalur n€ veganti tek
efektet e shkaktuara nga kiraliteti i molekulés. Njé studim i méparshém me metodén e docking-ut
molekular, kishte hedhur hipotezén se HDAC1 mund t€ kishte afinitet t€ ndryshém pér izomerét e
9-HSA. Pér kété qéllim, n€ bashképunim me Departamentin e Kimis€¢ Organike “A. Mangini” té
Universitetit t€ Bolonjés, u sintetizuan izomerét (R)-9-HSA dhe (S)-9-HSA dhe u analizua aktiviteti
1 tyre biologjik né gelizat HT29.

(R)-9-HSA dhe (S5)-9-HSA kané IC50 shumé t€ ngjashme, por (R)-9-HSA bllokon dukshém ciklin
gelizor né fazén GO/G1, krahasuar me izomerin (S)-9-HSA. Né mbéshtetje té kétij rezultati, éshté
edhe aftésia mé e madhe e (R)-9-HSA pér t€ bllokuar aktivitetin katalitik t& t€ tria enzimave
HDACI, 2 dhe 3, krahasuar me izomerin (S)-9-HSA. Pér mé tepér (R)-9-HSA vepron né€ ményré
specifike mbi HDAC1 duke anuluar pothuaj plotésisht aktivitetin e saj katalitik in vitro.

(R)-9-HSA dhe (5)-9HSA bllokojné ndjeshém edhe aktivitetin e HDAC1 dhe HDAC2, por vetém
lehtésisht até t€ HDAC3. Kéto rezultate mund t€ shpjegohen nga ngjashméria e madhe e sekuencave
t¢ HDACldhe HDAC?2 t€ njeriut, t€ cilat jané 82%t€ nj&jta [17][18]. Njékohésisht, aminoacidet
e domenit katalitik t€ kétyre dy enzimave jané plotésisht t&€ njéjta. Ndryshe ndodh pé&r HDAC3, e
cila edhe pse ka ngjashméri t€ domenit katalitik dhe t€ mekanizmit t€ veprimit, shfaq njé shkallé
mé t€ ulét homologjie me sekuencat e dy enzimave té€ tjera.

Pra, duket se afiniteti 1 di 9-HSA pér domenin katalitik t€ HDAC-ve té klasés I dhe/ose fortésia e
bashkéveprimit mes tyre, ndikohet nga aminoacidet g€ gjenden pérreth domenit katalitik, por qé
nuk pérfshihen direkt né reaksionet katalitike.

Konkluzione

9-HSA vepron duke bllokuar aktivitetin katalitik t€ HDAC-ve té klasés I dhe né€ veganti izomeri
(R)-9-HSA ka efekt mé t&é forté antiproliferativ né gelizat HT29. (R)-9-HSA &shté njékohésisht
mé 1 fuqishém né bllokimin e aktivitetit katalitik t&€ HDAC-veté klasés I: HDAC1 > HDAC2 >>
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HDACS3. Pra rezulton se kiraliteti i 9-HSA &shté pércaktues pér aktivitetin molekulés dhe pér
efektet biologjike té shkaktuara prej saj.

Mekanizmat molekularé qé preken nga veprimi i 9-HSA mbi HDAC-t€ e klasés I duhet té
analizohen mé tej pér t€ pércaktuar me qartési rrugét brendaqgelizore qé€ preken nga veprimi 1
késaj molekule mbi HDAC-té. Gjithsesi, specificiteti 1 larté 1 treguar nga (R)-9-HSA e bén até
nj€ kandidat potencial pér zhvillimin e njé bari antitumoral té kategoris€ s€ agjentéve bllokues té
HDAC-ve.
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