UNIWERSYTET
MIKOtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Bydgoszcz 2023 r.



UNIWERSYTET
MIKOEtAJA KOPERNIKA
W TORUNIU

Wydziat Lekarski
Collegium Medicum w Bydgoszczy

Wioletta Zielinska

Rola kanatu wapniowego TRPM2 w odpowiedzi komorek

Vé

srodbtonka naczyniowego na warunki stresu oksydacyjnego

Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych

Promotor:

dr hab. n. med. Maciej Gagat, prof. UMK

Bydgoszcz 2023 r.



Spis tresci

YL P2 e ] o 1Y PRSP 5
L WVSTEP ettt ettt ettt sttt sttt sttt sttt st s s st sttt st et s tnnnnnnnnnbnnnnnnnnns 9
1.1 WPIOWAUZENIE...eeeeieiiieee ettt ettt ettt e e ettt e et e e e st e e e s sbbe e e e snabaeeesssbaeeessnseeeesnnnseeens 9
1.2 SPOABIONEK. .....vveveieiectetei ettt a ettt ettt ettt s s anaeaes 12
1.2.1 Struktura i funkcja Srddbionka .......c.evvveieiie 12
1.2.2 Dysfunkcja SrOdbionka .......cooueviiiieee e 22
1.2.3 Sygnalizacja wapniowa w komaérkach srédbtonka ... 23

1.3 Bfonowy kanat wapniowy TRPM2 .........oeiiriieeee et e e e e 25
1.3.1 Struktura TRPIMIZ ...ttt ettt e e e st e e s s saa e e e e s nbaeaeennntaeeeenns 26
1.3.2 Mechanizmy aktywacji kanatu TRPIM2 ........ccooviiiiiiiiiiiieeccieee e e 28
1.3.3 Rola TRPM2 w funkcjonowaniu bariery srodbtonkowe;j ..........coovvecuvrvveeiieiiinccnnnnnen. 29
1.3.4 Metody inhibiCji TRPIMI2 ...ccoiiiieiiieeeee ettt e e erree e e e e e e eetrnre e e e e e e e e nannres 33

2. CEL PRAGCY ettt sttt ettt ettt et s sae e et s e e r e ne e et nne e e n e e e 38
3. MATERIALY I METODY .. s e s e e s e s e e e e e e e e 40
3.1 Materiat badawczy i hodowla KOMOrkowa .........coocuuiiiiieiic e 40
3.2 Traktowanie KOMOIEK........ccoouviiiiiiiiiiie e 40
R I N =T 01 (] - TS PR URRPR 44
3.4 Test cytotoKSYCZNOSCE IMTT .....eiiiiiiiee ettt e e e e e e et re e e e e e e e e e nsraeeeeeeaeeenanns 44
3.5 Cytometryczna ocena indukowanej Smierci komorek .........cooovvvvveeeieeiieicciiiieeeeeeeeeeenns 46



3.6 Cytometryczna ocena rozktadu faz cyklu KOMOrkOWegO0 .......ccccuvvvvevveeiieiiciriireeeeeeeeees 46

3.7 Pomiar POZiOMU JONOW WaPNia ...cccuuiieeeeiiieeeeiiieeeeeiiteeeesiveeeeeseseeesessaeeesanaseeeesessaeeeanns a7
3.8 Test migracji wobec Srodowiska chemoatrakCyjnego......ccueveeeuveeeeeiiiiiee e 48
R R = = Lo [T T I L= - | o T 49
3.10 Przeciwciata uzyte W badaniaCh ... 49
3.11 Fluorescencyjne znakowanie biatek ..........ceeeviiiiicciiiiiee e 51
3.12 WESTEIN BIOt ..ttt ettt et 52
3.13 Analiza statystyczna WYNIKOW ........coeiiiiiiiiiiiiiee e e e 53
S WWYINTKE ettt et e et e s bt e e be e e e abe e e et e e e s ab e e e e abeeeeabeesnseesnneesaneeas 55
4.1 Obnizenie poziomu TRPM2 z wykorzystaniem SiRNA .........ccevveiiieeiniiiee e 55

4.1.1 Ocena efektywnosci transfekcji komorek z wykorzystaniem elektroporacji metoda

aTUL S L=To ) = o] | PSP SRRPPR 55
4.1.2 Ocena zyWotnOSCi KOMOIEK .....vvvvveiiiiieieeeee e 57
4.1.3 Ocena rodzaju iNduKoOWanej SMIEICI .....cc.uuviiieeeeee e 59
4.1.4 Ocena POZioMU JONOW WaAPNIA ..uvvreeeeeieieiiiiiereeeeeeieintrereeeesssessnsssreseesesessssssseseseaes 61
4.1.5 Ocena migracji komérek wobec srodowiska chemoatrakcyjnego........cccccuvvveeeeee.n. 63
4.1.6 Ocena migracji komérek z wykorzystaniem testu gojenia sie ran .........cccccuvveeeeen.. 65
4.1.7 Ocena fluorescencji VE-kadheryny i F-aktyny .......ccccovveeiiiiieicccieeee e, 67
4.1.8 Ocena potranslacyjnej ekspresji VE-kadheryny i B-kateniny ......cccccceeeeeveccnrvennnnnn. 69
4.2 Inhibicja kanatu TRPM2 0raz enzymu PARP .......cooiiiiiiiiireeeeee et eeeenrveeee e 71
4.2.1 Ocena 2yWotNOSCi KOMOTEK .....vvveviiiiiiiiiieeee e 71



4.2.2 Ocena Morfologii KOMOTEK........uveeeiiiiiiiiiec e 75

4.2.3 Ocena rodzaju indukowanej Smierci Komorek..........ccceeecveeeeicciiee e 77
4.2.4 Ocena rozktadu faz cyklu komoérkowego w komadrkach zywych .........cccceevveeeneeee. 80
N @ Lol =T o = 1§ [0 oY Ty ol =Y o Vo | SRR 82
4.2.6 Ocena potranslacyjnej ekspresji VE-kadheryny ........ccccceveeiievcciiieeee e, 94
4.2.7 Ocena migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego .......cccccuveeeecvveeecccnieeeeenee, 96
4.2.8 Ocena migracji komorek z wykorzystaniem testu gojenia sie ran ........cccoeevveeenne 100
DU DYSKUSIA .ttt ettt et st e e h e e e bt e bt e s be e e ht e et e e at e sabeenaeeeateenaeas 106
B. WINTOSKI ...ttt ettt ettt b e st be e s bt e s be e sabeesaeesabeesaeesabeesaeeenbeenaeas 122
T STRESZCZENIE ... e e e e e e e e e e s e s e s e s e e e s e s e s e s e se s e e e s e senaannananenns 123
8. SUIMIMARY ...ttt ettt ettt ettt ettt e b e st et e s ab e e bt e e abe e beesateesbeeeabeesaeesabeenaeesnbeenaeas 128
9. ZGODA KOMISII BIOETYCZINEJ ...ttt ettt st st s 132
10. LITERATURA L.ttt ettt ettt et e s et e b e s ae e et e e sse e et e e saeeemneesaeeenneennneenne 134



Wykaz skréotow

AP-1 — biatko aktywatorowe-1 (ang. activator protein-1)
2-APB — boran 2-aminoetoksydifenylu (ang. 2-aminoethoxydiphenyl borate)
3-AB — 3-aminobenzamid (ang. 3-aminobenzamide)

3-MFA — kwas mefenamowy (ang. mefenamic acid)

ABPs — biatka wigzgce aktyne (ang. actin-binding proteins)

ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy (ang. N-(p-Amylcinnamoyl)anthranilic acid)
ACE — konwertaza angiotensyny (ang. angiotensin-converting enzyme)

ADP — adenozyno-5’-difosforan (ang. adenosine-5’-diphosphate)

ADPR — polimer ADP-rybozy [ang. poly(ADP-ribose)]

AMP — adenozyno-5’-monofosforan (ang. adenosine-5’-monophosphate)
ATCC — amerykanski bank komérek (ang. American Type Culture Collection)
ATP — adenozyno-5'-trifosforan (ang. adenosine-5’-triphosphate)

AV — Aneksyna V (ang. Annexin V)

bET1 — dtuzsza forma endoteliny 1 (ang. big endothelin 1)

CaM — kalmodulina (ang. calmodulin)

cAMP — cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan (ang. adenosine 3',5'-cyclic monophosphate)

CAR — receptor wirusa coxsackie i adenowirusow (ang. coxsackie and adenovirus receptor)
COX — cyklooksygeneza (ang. cyclooxygense)

CPP — biatko penetrujace komérke (ang. cell-penetrating peptide)

cGMP —cykliczny guanozyno-3’,5'-monofosforan (ang. guanosine 3',5"-cyclic monophosphate)

DAG — diacyloglicerol (ang. diacylglycerol)

DMEM — medium Eagle’a zmodyfikowane przez Dulbecco (ang. Dulbecco’s Modified Eagle

Medium)



DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon

EA.hy926 — linia komdrkowa bedgca hybrydg komérek srédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC,

ang. human umbilical vein endothelial cells) oraz niedrobnokomadrkowego raka ptuca linii A549
ECM — macierz zewngatrzkomdrkowa (ang. extracellular matrix)
ED — dysfunkcja srédbtonka (ang. endothelial dysfunction)

EDHF — czynniki hiperpolaryzacyjne zalezne od srédbtonka (ang. endothelium-dependent

hyperpolarizing factor)

eNOS - srdédbtonkowa syntaza NO (ang. endothelial nitric oxide synthase)
ER — siateczka srodplazmatyczna (ang. endoplasmic reticulum)

FBS — bydleca surowica ptodowa (ang. foetal bovine serum)

FFA — kwas flufenamowy (ang. flufenamic acid)

GAPDH - dehydrogenaza 3-fosforanu gliceroaldehydu (ang. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase)

GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein)

HIF1-a — czynnik indukowany hipoksja-1a (ang. hypoxia-inducible factor-1a)

HRP — peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish peroxidase)

HUVEC — komérki srodbtonka zyty pepowinowej (ang. human umbilical vein endothelial cells)
ICAM-1 — miedzykomérkowa molekuta adhezyjna-1 (ang. intercellular adhesion molecule-1)
IP3 —1,4,5-trisfosforan inozytolu (ang. inositol 1,4,5 triphosphate)

JAM — potaczeniowe czgsteczki adhezyjne (ang. junctional adhesion molecules)

LPS — lipopolisacharyd (ang. lipopolisaccharide)

MLC — tancuchy lekkie miozyny (ang. myosin light chains)

MLCK — kinaza tancuchow lekkich miozyny (ang. myosin light chains kinase)

NADPH — oksydaza fosforanu dinukleotydu nikotynamido-adeninowego (ang. nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate)



NF-kB — jgdrowy czynnik kappa B (ang. nuclear factor kappa B)
NMN — mononukleotyd nikotynamidu (ang. nicotinamide mononucleotide)

NMNAT - adenylotransfereza mononukleotydéw nikotynamidu 2 (ang. nicotinamide

mononucleotide adenylyltransferase 2)
NO —tlenek azotu (ang. nitric oxide)

NUDT9-H — domena nudix-box odpowiedzialna za wigzanie agonistéw przez kanat TRPM2

(ang. nudix-box sequence motif)

Orail — modulator uwalniania wapnia 1 (CRAMC1, ang. calcium release-activated calcium

modulator 1)

PARG — glikohydrolaza poli(ADP-rybozy) (ang. poly(ADP-ribose) glycohydrolase)
PARP — polimeraza poli(ADP-rybozy) (ang. poly (ADP-ribose) polymerase)

PBS — bufor fosforanowy (ang. phosphate buffered saline)

PC-PLD — fosfolipaza specyficzna dla fosfatydylocholiny (ang. phosphatidy! choline-specific
phospholipase)

PECAM-1 — ptytkowo-srédbtonkowa czgsteczka adhezyjna-1 (ang. platelet endothelial cell

adhesion molecule-1)
PFA — paraformaldehyd (ang. paraformaldehyde)
Pl — jodek propidyny (ang. propidium iodide)

PI-PLC — fosfolipaza C specyficzna dla fosfatydyloinozytolu (ang. phosphatidyl inositol specific
phospholipase C)

PKG — biatka z rodziny kinaz G (ang. protein kinase G)

PMCAs — btonowe ATPazy Ca?* (ang. plasma membrane Ca?* ATPases)
PSC — fosfolipaza C (ang. phospholipase C)

ROS - reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

SERCAs — sarkoendoplazmatyczne ATPazy Ca®* (ang. sarcoendoplasmic Ca?* ATPases)



SOC - rodzaj kanatow jonowych (ang. store-operated channels)
SOD — dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

STAT3 — przekaznik sygnatdw i aktywator transkrypcji 3 (ang. signal transducer and activator

of transcription 3)
STIM1 — czasteczka interakcji zrebu 1 (ang. stromal interaction molecule 1)

TEM - przezsrédbtonkowa transmigracja leukocytdw (ang. leukocyte tranendothelial

migration)

TGF-B — transformujgcy czynnik wzrostu B (ang. transforming growth factor 8)

TNFa — czynnik martwicy nowotwordw a (ang. tumor necrosis factor a)

TRP — kanaty potencjatu receptora przejsciowego (ang. transcient receptor potential)
TRPC1 — kanoniczny TRP 1 (ang. TRP canonical 1)

TRPC6 — kanoniczny TRP 6 (ang. TRP canonical 6)

TRPM2 — TRP dla melastatyny (ang. TRP melastatin 2)

VCAM-1 — czgsteczka adhezji komdrkowej naczyn-1 (ang. vascular cell adhesion molecule-1)
VE-kadheryna — kadheryna naczyniowo-srodbtonkowa (ang. vascular endothelial-cadherin)
VEGF — srédbtonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular endothelial growth factor)

Z0 — obwddka zamykajgca (ang. zonula occludens)



1. WSTEP

1.1 Wprowadzenie

Srédbtonek naczyniowy stanowi wewnetrzng warstwe nabtonkowa wyscietajaca
naczynia krwionosne oraz jamy serca. Dzieki temu, ze ma on bezposredni kontakt z krwig,
selektywnie przepuszcza jej sktadniki do sgsiadujacych tkanek. Warunkiem utrzymania
barierowej funkcji srédbtonka naczyn jest Sciste przyleganie do siebie komodrek, ktére
zapewnia sie¢ potgczen miedzykomédrkowych, zaréwno typu zwierajgcego, jak i zamykajacego
[1]. Stad wszelkie zmiany w strukturze s$rdédbtonka mogg skutkowad zaburzeniem jego
barierowej funkcji, a w nastepstwie, niekontrolowanym przedostawaniem sie sktadnikdw krwi
do tkanek podsrédnabtonkowych. Naturalnym procesem, w ktérym obserwuje sie zmiany w
zakresie przepuszczalnosci Srodbtonka jest stan zapalny [2]. W jego przebiegu nastepuje
rekrutacja komorek uktadu odpornosciowego do miejsca zapalenia. Przebywajace w
krwioobiegu leukocyty sg wabione przez chemoatraktanty, co umozliwia powstawanie
oddziatywan adhezyjnych oraz przezsrédbtonkowa transmigracje leukocytéw (TEM, ang.
leukocyte tranendothelial migration) do tkanek otaczajgcych. Przedtuzajacy sie stan zapalny
moze doprowadzi¢ do trwatych uszkodzen srddbtonka [3]. Taki stan nazywany jest dysfunkcja
srédbtonka (ED, ang. endothelial dysfunction) i lezy u podstaw wielu choréb ukfadu sercowo-
naczyniowego, m.in. nadci$nienia i miazdzycy. Wystepowanie ED potwierdzono réwniez u

pacjentéw z hipercholesterolemia, cukrzycg oraz u oséb palacych [4].

Stres oksydacyjny jest jedng ze znanych przyczyn prowadzgcych do ED [4].
Powstawanie reaktywnych form tlenu (ROS, ang. reactive oxygen species) w organizmach
zywych jest skutkiem metabolizmu komérkowego. Gtownym Zzrédtem ROS w organizmach
tlenowych jest ich uwalnianie z mitochondridw w trakcie oddychania tlenowego. Dodatkowo
ROS produkowane sg w wyniku dziatania niektérych enzyméw, tj. oksydazy ksantynowej,
oksydazy fosforanu dinukleotydu nikotynamido-adeninowego (NADPH, ang. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate) oraz oksydazy cytochromu p450. ROS sg niezbedne w
procesie komunikacji miedzykomérkowej nazywanej sygnalizacjg redoks [5]. Jednakze
kluczem do utrzymania homeostazy jest balans pomiedzy produkcjg i rozktadem ROS.
Organizmy posiadajg szereg systemdéw obronnych w celu eliminacji ROS, badZ naprawy
wywotfanych przez nie uszkodzen. W przebieg mechanizméw antyoksydacyjnych

zaangazowane sg takie enzymy jak katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide



dismutase), czy peroksydaza glutationowa. Pewne znaczenie mogg mie¢ rowniez
antyoksydanty przyjmowane wraz z pozywieniem lub w formie suplementéw. Jednakze jest
to zagadnienie kontrowersyjne, gdyz literatura wskazuje na zrdznicowang odpowiedz
badanych organizméw na zastosowanie suplementacji antyoksydantami [6]. Stres
oksydacyjny jest zjawiskiem, podczas ktdrego dochodzi do nadmiernej produkcji ROS w
stosunku do antyoksydacyjnych mozliwosci organizmu. Wynikiem zaburzen w homeostazie
redoks sg uszkodzenia réznych czgsteczek, a w szczegdlnosci biatek, lipiddw oraz w obrebie
DNA. W komérkach srodbtonka w efekcie nasilenia stresu oksydacyjnego obserwuje sie
rozluznienie potgczen miedzykomérkowych oraz $mieré komdrek na drodze apoptozy.
Powoduje to powstawanie przestrzeni miedzykomorkowych, a tym samym zmiany w

strukturze bariery srodbtonkowej, ktora staje sie nadmiernie przepuszczalna [7].

Jony Ca?* sg drugorzedowym przekaznikiem informacji w komodrce, a ich stezenie
wewnatrzkomdrkowe jest scisle kontrolowane. W warunkach spoczynkowych w cytoplazmie
utrzymywane jest stosunkowo niskie stezenie Ca?* wynoszgce okoto 100 nM, jednak w
procesie pobudzenia komdrek obserwuje sie znaczny wzrost koncentracji, nawet do poziomu
1000 nM [8]. Jest to spowodowane w pierwszej kolejnosci uwolnieniem Ca%* z magazynu
wewnatrzkomdrkowego, ktérego funkcje petni siateczka s$rdodplazmatyczna (ER, ang.
endoplasmic reticulum). Nastepnie dochodzi do otwarcia btonowych kanatéw wapniowych,
poprzez ktére do komérki naptywajg jony Ca?* zgromadzone w przestrzeni
zewnatrzkomérkowej. Wzrost stezenia Ca?* wewnatrz komérki wptywa na liczne szlaki
sygnalizacyjne oraz procesy zyciowe komédrek, w tym migracje, proliferacje, a nawet smierc
[8]. Sygnalizacja wapniowa jest réwniez interesujgca w kontekscie ED i funkcjonowania
$rodbtonka. Jony Ca?* wptywajg na stabilnos¢ biatek z grupy kadheryn. S3 to biatka
potgczeniowe zaangazowane w tworzenie pofaczen zwierajgcych nazywanych réwniez
adherentnymi. Wariantem kadheryny, ktéra ulega ekspresji w komérkach srédbtonka jest
kadheryna naczyniowo-$rédbtonkowa (VE-kadheryna, ang. vascular endothelial-cadherin) [9].
Trwatos¢ potaczen zwierajgcych pomiedzy komérkami srodbtonka jest kluczowa, gdyz dopiero
w warunkach ich stabilnosci mozliwe jest utworzenie potgczen zamykajacych. Innym
zjawiskiem prowadzgcym do ED sg zmiany w organizacji cytoszkieletu aktynowego. Jest to
mozliwe dzieki biatkom wigzgcym aktyne (ABPs, ang. actin-binding proteins). Jednym z ABPs
jest gelsolina, ktérej funkcjonowanie $cisle zalezy od stezenia jonéw Ca?*. Biatko to wptywa na

regulacje ruchu komérek oraz utrzymanie ich ksztattu poprzez ciecie oraz czapeczkowanie
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filamentdw aktynowych. Aktywacja gelsoliny w odpowiedzi na wzrost stezenia jonéw Ca?* jest
procesem wieloetapowym i wieloaspektowym. Jednakze wiadomo, ze to wtasnie od stezenia
jonéw Ca?* zalezy zdolnos¢ biatka do ciecia filamentdw aktynowych [10]. Powigzanie pomiedzy
jonami Ca?*, gelsoling oraz cytoszkieletem aktynowym moze wyjasniaé dlaczego
wewnatrzkomdrkowe stezenie jonéw Ca?* wptywa na zdolnosci migracyjne komorek.
Ostatnim z etapdw sygnalizacji wapniowej powinno by¢ wypompowanie jonéw Ca®* z
cytozolu, w celu przywrdcenia ich bazowego poziomu. W procesie tym biorg udziat biatka z
grupy ATPaz, tj. (i) bfonowe ATPazy Ca%* (PMCAs, ang. plasma membrane Ca’* ATPases), ktére
usuwajg jony Ca®* z komdrki poprzez ich transport do przestrzeni miedzykomdérkowej, oraz (ii)
sarkoendoplazmatyczne ATPazy Ca?* (SERCAs, ang. sarcoendoplasmic Ca?* ATPases), ktére sg
odpowiedzialne za ponowne zmagazynowanie Ca®* w ER. Obie rodziny pomp wapniowych
mogg dziata¢ dzieki energii pochodzacej z rozktadu adenozyno-5'-trifosforanu (ATP, ang.
adenosine-5’-triphosphate). Wynikiem nadmiernego nagromadzenia Ca?* moze by¢ $mieré
komoérki na drodze apoptozy [11]. Znaczace podwyiszenie poziomu Ca’* prowadzi do
aktywacji enzymoéw hydrolitycznych, uposledza metabolizm energetyczny komérki oraz

inicjuje degradacje cytoszkieletu, co ostatecznie skutkuje Smiercig komorki.

Do btonowych kanatéw wapniowych, ktorych ekspresje potwierdzono w komodrkach
srédbtonka nalezg kanaty typu SOC (ang. store-operated channels), ktére sg aktywowane
przez uwolnienie jonédw Ca%* z ER, co jest zwigzane ze stymulacjg licznych receptoréw
btonowych. Przyktadami takich kanatéw sg czgsteczka interakcji zrebu 1 (STIM1, ang. stromal
interaction molecule 1) oraz modulator uwalniania wapnia 1 (Orail, ang. calcium release-
activated calcium modulator 1), lecz réwniez kanaty potencjatu receptora przejsciowego (TRP,
ang. transcient receptor potential) np. kanoniczny TRP 1 (TRPC1, ang. TRP canonical 1) [12].
Innym typem kanatéw wapniowych charakterystycznych dla komérek srédbtonka sg kanaty
kationowe uruchamiane przez receptory (ang. receptor-operated cation channels), ktérych
aktywacja nie jest warunkowana wczeéniejszym uwolnieniem jonéw Ca?* z ER. Przyktadem
moze by¢ kanoniczny TRP 6 (TRPC6, ang. TRP canonical 6), ktérego aktywacje w komérkach
srodbtonka obserwuje sie np. w przebiegu TEM [13]. Kolejnym bftonowym kanatem
wapniowym, ktérego ekspresje potwierdzono w komoérkach $rédbtonka jest TRP dla
melastatyny 2 (TRPM2, ang. TRP melastatin 2) [14]. Jednym z najlepiej poznanych szlakow
aktywacji tego kanatu jest ten zwigzany z ADP-rybozg (ADPR, ang. ADP-ribose). ADPR powstaje

poprzez rybozylacje ADP oraz bierze udziat w reakcjach katalizowanych przez polimerazy ADPR
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(PARP, ang. poly(ADP-ribose) polymerase). Poli(ADPR) moze by¢é ponownie roztozony do
monomerdw przez glikohydrolaze ADPR (PARG, ang. poly(ADP-ribose) glycohydrolase).
Aktywacja PARP i PARG jest efektem uszkodzen komorki powstatych w wyniku dziatalnosci
ROS. Udowodniono réwniez, ze jednym z efektéw traktowania komaorek nadtlenkiem wodoru
jest dokomérkowy naptyw jonédw Ca?* spowodowany aktywacjg TRPM2 [14]. Stad kanat ten

stanowi punkt fgczacy ED, jony Ca?* oraz mechanizmy dziatania stresu oksydacyjnego.
1.2 Srédbtonek
1.2.1 Struktura i funkcja srodbtonka

Srédbtonek naczyniowy jest wyspecjalizowanym nabtonkiem jednowarstwowym
ptaskim. Ta pojedyncza warstwa komédrek wyscieta caty uktad krazenia, od jam serca az do
najmniejszych naczyn wtosowatych. Jednym z podstawowych zadan srédbtonka jest selekcja
sktadnikéw, ktére majg przenikngé¢ z krwioobiegu do otaczajacych tkanek [15]. Komorki
srodbtonka, hodowane in vitro, wykazujg fenotyp nabtonkowo-podobny. Oznacza to, ze btony
komérkowe sgsiednich komérek sScisle do siebie przylegajg, nadajac strukturze wyglad
przypominajacy kostke brukowg. Zwarty uktad komédrek srédbtonka regulowany jest siecig
potgczen miedzykomdrkowych obejmujgcy: (i) pofaczenia zwierajgce, (ii) potgczenia
zamykajgce oraz (iii) pofaczenia komunikacyjne. Barierowg funkcje srédbtonka umozliwia
szereg biatek adehezyjnych, tj. VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule-1), ICAM-1 (ang.
intercellular adhesion molecule-1), PECAM-1 (ang. platelet endothelial cell adhesion molecule-
1), talina oraz nektyna [16]. Biatka adhezji komodrka-komérka oraz komdrka-macierz
zewnatrzkomadrkowa (ECM, ang. extracellular matrix) sg potaczone ze strukturg cytoszkieletu
poprzez szereg biatek adaptorowych. Ma to na celu przeniesienie naprezen ze stosunkowo
stabej struktury potgczen punktowych na catg strukture cytoszkieletu, co czyni potaczenia
mniej podatnymi na zerwanie oraz umozliwia kooperacje mechaniczng zwartej grupy

komorek.

Potgczenia zamykajace sg tworzone przez biatka np. okludyna, klaudyny oraz biatka
JAM (ang. junctional adhesion molecules) [17]. Ich funkcjg jest regulacja dyfuzji jonéw oraz
polarnych rozpuszczalnikdw. Ograniczajg one rdéwniez przenikanie przez bariere
$rodbtonkowa czastek o S$rednicy wiekszej niz 4 A [18]. Jednym z kluczowych dla
funkcjonowania srédbtonka biatek tworzacych potaczenia zamykajace jest klaudyna-5, ktéra

petniistotng role w regulacji jego przepuszczalnosci. Zarowno klaudyny, jak i okludyna sg scisle
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powigzane z biatkami rodziny ZO (ang. zonula occludens) w tym ZO-1, ZO-2 oraz ZO-3, ktére
posrednicza w interakcjach pomiedzy biatkami potgczeniowymi, a cytoszkieletem aktynowym.
Z punktu widzenia przepuszczalnosci srédbtonka istotnymi sg rowniez oddziatywania za
posrednictwem biatek JAM i receptora wirusa coxsackie i adenowiruséw (CAR, ang. coxsackie
and adenovirus receptor), ktore wptywajg na proces sktadania i stabilizacji potgczen typu

zamykajgcego [17].

Biatkiem kluczowym w formowaniu pofaczen zwierajgcych pomiedzy komdrkami
Srodbtonka jest VE-kadheryna. Gtéwng funkcjg potaczen za posrednictwem systemu
kadherynowego jest mechaniczne utrzymanie zespotu komdrek jako Scisle kooperujgcej ze
sobg catodci. Biatko to jest rowniez w sposéb posredni pofgczone ze strukturg cytoszkieletu.
W sktad kompleksu potaczeniowego wchodzg a-katenina, B-katenina, plakoglobina (nazywana
tez y-katening), katenina p120 oraz a-aktynina [19]. Dodatkowo biatka te wptywajg na proces
formowania sie i rozktadu potgczen zwierajgcych. Cho¢ potaczenia zwierajgce i zamykajace
zbudowane s3 z réznych czasteczek i petnig odmienne funkcje, ich wzajemne powigzanie
zostato wykazane przez szereg badan naukowych [20]. VE-kadheryna jest w stanie regulowac
ekspresje biatek wchodzgcych w sktad potgczern zamykajacych. Dodatkowo potgczenia
zamykajgce mogg wyksztatci¢ sie dopiero w warunkach stabilnosci potgczen zwierajgcych.
Stad, uwaza sie, ze potgczenia zwierajace stanowig architekture istotng w procesie
formowania sie potgczen zamykajacych. Jednym z elementdw, ktéry integruje i umozliwia

komunikacje pomiedzy oboma rodzajami potgczen sg biatka ZO [20].

Pofagczenia komunikacyjne (nazywane rdéwniez jonowo-metabolicznymi lub
szczelinowymi) bezposrednio nie wptywajg na wzajemne przyleganie komdrek. Sg one
tworzone przez biatka z rodziny koneksyn. Sze$é koneksyn buduje strukture pojedynczego
koneksonu, ktéry tgczy ze sobg cytoplazme komérek umozliwiajgc bezposredni transport
niewielkich czastek, tj. jondw czy wody. Potgczenia te stanowig relatywnie szybki sposéb
wymiany informacji pomiedzy sasiadujgcymi komérkami. Jednakze ich zaangazowanie w
funkcjonowanie bariery srodbtonkowej wzbudza rosngce zainteresowanie w Srodowisku
naukowym. Wykazano, ze pecherzyki zewngtrzkomodrkowe izolowane z osocza krwi pacjentow
z niedokrwistoscig sierpowatg oraz ostrym zespotem klatki piersiowej indukujg rozktad
potaczen zamykajgcych i zwierajgcych, ale réwniez komunikacyjnych [21]. Co wiecej, to

wiasnie degradacja tych ostatnich byta obserwowana jako pierwsza. Dodatkowo spadek
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intensywnosci fluorescencji biatek tworzgcych poszczegdlne rodzaje potgczen réwniez
wskazywat na najbardziej istotne zmiany w obrebie potgczer komunikacyjnych [21]. Struktura

wybranych pofaczen miedzykomérkowych zostata przedstawiona na Rycinie 1.
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Rycina 1. Schemat budowy wybranych pofaczen miedzykomérkowych w komorkach
srodbtonka. a-kat — a-katenina, B-kat — B-katenina, Cin — cinkulina, JAM — potgczeniowe
czasteczki adhezyjne, p120 — katenina p120, PECAM-1 — ptytkowo-$rédbtonkowa czasteczka

adhezyjna 1, Win — winkulina, ZO — obwddka zamykajaca. Zmodyfikowano na podstawie [22].
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Znaczenie srodbtonka nie ogranicza sie do funkcji barierowej. Odgrywa on réwniez
wazna role w modulowaniu napiecia $ciany naczyn poprzez synteze i uwalnianie: (i) czynnikéw
wazodylatacyjnych, w tym prostaglandyn, tlenku azotu (NO, ang. nitric oxide) i czynnikow
hiperpolaryzacyjnych zaleznych od s$rdédbtonka (EDHF, ang. endothelium-dependent
hyperpolarizing factor), oraz (ii) czynnikdw wazokonstrykcyjnych, w tym endoteliny,
tromboksanu A2, czy anionorodnika ponadtlenkowego [23]. Dzieki tym substancjom komorki
srodbtonka w sposdb parakrynny moga wptywaé na stopien napiecia miocytéw gtadkich

lezgcych w btonie srodkowej naczyn krwionosnych.

NO jest podstawowym czynnikiem wazodylatacyjnym w prawidtowo funkcjonujacych
komodrkach srédbtonka naczyn wiencowych. Jest on wytwarzany przez $Srdodbtonkowa
konstytutywng syntaze NO (eNOS, ang. endothelial NO synthase) z L-argininy [24]. Po dotarciu
do warstwy miesnidwki gtadkiej naczyn, NO aktywuje cyklaze guanylowa, ktdra katalizuje
reakcje formowania cyklicznego guanozyno-3’,5’-monofosforanu (cGMP, ang. guanosine 3',5'-
cyclic monophosphate). To z kolei powoduje aktywacje biatek z rodziny kinaz G (PKG, ang.
protein kinase G) oraz kanatéw potasowych [25]. Aktywacja eNOS moze by¢ spowodowana
przez niektdre receptory, w tym dla bradykininy i muskaryny, a takze dziatanie sit Scinajgcych
oraz odksztatcenie komédrek w nastepstwie pulsacyjnego przeptywu krwi. Prostacyklina oraz
inne prostanoidy, indukujace rozszerzenie naczyn krwionosnych, produkowane sg z kwasu
arachidonowego z udziatem cyklooksygenezy (COX, ang. cyclooxygense) [26]. Prostanoidy
wigzg sie z odpowiednimi receptorami, co pobudza produkcje cyklicznego adenozyno-3’,5’-
monofosforanu (cCAMP, ang. adenosine 3'5'-cyclic monophosphate). Rezultatem tego jest
otwarcie kanatéw potasowych zaleznych od ATP i zwiekszenie przeptywu krwi przez naczynie.
Mechanizmy rozkurczu miesni gtadkich sciany naczyn krwionosnych w wyniku dziatania NO i
prostanoidow wydajg sie byé ze sobg powigzane. Prawdopodobnym jest, ze niedobdr lub
uposledzone dziatanie eNOS mozie by¢ czesciowo kompensowane przez dziatanie
prostanoidéw [27]. Srédbtonek wytwarza réwniez inne czynniki powodujace rozszerzenie
naczyn krwionosnych w odpowiedzi na acetylocholine oraz bradykinine. Substancje te
nazwane sg zbiorczo jako EDHF, gdyz indukujg one hiperpolaryzacje miocytéw gtadkich
budujacych btone srodkowg Sciany naczyn krwionosnych. Czynniki te to m.in. zalezne od
cytochromu p450 metabolity kwasu arachidonowego czy nadtlenek wodoru produkowany
przez mitochondria. Doniesienia literaturowe sugeruja, ze udziat EDHF w relaksacji naczyn

krwionosnych jest bardziej znaczacy w tozyskach naczyniowych i stanach fizjopatologicznych,

16



w ktorych mniejszg role odgrywa NO [28]. Wydzielanie EDHF, podobnie jak w przypadku NO,
moze by¢ indukowane poprzez wigzanie agonisty z okreslonymi receptorami oraz sity
$cinajgce oddziatujgce na $ciane naczynia. Na stan uktadu krazenia za posrednictwem EDHF
mogy oddziatywa¢ réwniez estrogeny. U szczurdw rasy Wistar po usunieciu jajnikow
obserwowano ograniczenie hiperpolaryzacji indukowanej przez EDHF w tetniczkach
tozyskowych krezki. Efekt ten nie byt widoczny w przypadku samic, ktérym dodatkowo podano
17B-estradiol [29]. Moze to wyjasnia¢ nizszg zapadalno$¢ kobiet w okresie
przedmenopauzalnym na choroby uktadu krgzenia w poréwnaniu do mezczyzn lub kobiet po
menopauzie. Zagadnienie to jednak wcigz budzi kontrowersje, gdyz w krazeniu mdzgowym
udziat EDHF w relaksacji naczyn jest mniejszy u kobiet niz u mezczyzn [30]. Ponadto nie
wiadomo jakie jest znaczenie potaczen szczelinowych w hiperpolaryzacji miocytéw gtadkich.
Mioendotelialne potgczenia szczelinowe prawdopodobnie wywodzg sie z komdrek srédbtonka
i poprzecznie przerywajg ciggtos¢ btony podstawnej, w taki sposéb by umozliwi¢ kontakt z
btong komdrkowa miesni gtadkich [31]. Sugeruje to réznice w budowie tego rodzaju potgczen

wzgledem potaczen szczelinowych taczacych komaorki tego samego typu.

Endotelina jest  jednym z najsilniejszych endogennych czynnikdéw
wazokonstrykcyjnych. Wyrdznia sie trzy izoformy biatka — endoteline-1, 2 oraz 3.
Prawdopodobnie tylko endotelina-1 jest wydzielana przez komérki $rédbtonka. Z kolei
produkcje endoteliny-2 obserwuje sie w jelitach i nerkach, a endoteliny-3 gtéwnie w obrebie
tkanki nerwowej [32]. Wykazano, ze endotelina-1 oddziatuje na miocyty gtadkie Sciany
naczynia w sposéb parakrynny, natomiast autokrynnie na komorki srédbtonka. Ponadto
wydzielanie tego biatka przez komdrki srédbtonka zachodzi w kierunku bazolateralnym, tak by
szybko oddziatywac na lezgce ponizej komérki miesni gtadkich, co ttumaczy wyzszy poziom
tego biatka w obrebie tkanki niz w osoczu [33]. Dodatkowo cecha charakterystyczng
endoteliny-1 jest krétki czas rozpadu, co eliminuje mozliwo$¢ endokrynnego dziatania tego
biatka [32]. Synteza i wydzielanie endoteliny-1 jest regulowane gtdwnie przez sity $cinajace i
odksztatfcenie $ciany naczyn. Aktywacja receptorow odbierajgcych informacje o naprezeniach
dziatajgcych na komorki srédbtonka skutkuje zwiekszeniem produkcji NO oraz hamowaniem
syntezy endoteliny-1 [34]. Natomiast nasilenie produkcji powyzszego czynnika
wazokonstrykcyjnego moze zachodzi¢ w wyniku dziatania niektorych cytokin, np.
transformujgcego czynnika wzrostu B (TGF-B, ang. transforming growth factor 8), czynnika

martwicy nowotwordéw a (TNFa, ang. tumor necrosis factor a), insuliny, norepinefryny,
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trombiny, interleukin, czy angiotensyny Il [35-38]. Endoteliny oddziatujg na komorki w
nastepstwie ich zwigzania z receptorami. Dwoma gtéwnymi rodzajami sg receptory dla
endoteliny typu A oraz B (ETa i ETs). W btonie komdrkowej miocytéw gtadkich $ciany naczyn
krwionosnych obserwuje sie ekspresje obu z nich [39]. Sposdb dziatania biatka jest ztozony. W
jednym z opisanych mechanizméw w wyniku pobudzenia receptora ETa dochodzi do aktywacji
fosfolipazy C (PSC, ang. phospholipase C), co skutkuje powstawaniem 1,4,5-trisfosforanu
inozytolu (IPs, ang. inositol 1,4,5 triphosphate) i diacyloglicerolu (DAG, ang. diacylglycerol) z
fosfatydyloinozytolu. IPs aktywuje receptory zlokalizowane w ER, co prowadzi do uwolnienia
jondw Ca?* i skutkuje skurczem mieéni gtadkich oraz zwezeniem $wiatta naczynia [40]. Opisane
zostaty rowniez szlaki zwigzane z aktywacjg fosfolipazy specyficznej dla fosfatydylocholiny (PC-
PLD, ang. phosphatidyl choline-specific phospholipase) czy fosfolipazy C specyficznej dla
fosfatydyloinozytolu (PI-PLC, ang. phosphatidyl inositol specific phospholipase C) [41-43].
Informacje na temat czynnikdw wazoaktywnych produkowanych przez srédbtonek oraz ich
oddziatywanie z miocytami gtadkimi btony $rodkowej naczyn krwionosnych zostaty

podsumowane na Rycinie 2.
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Rycina 2. Czynniki wazoaktywne produkowane przez sréddbtonek oraz ich oddziatywanie na
komorki miesnidwki gtadkiej btony srodkowej naczyi krwionosnych. Al — angiotensyna I, All —
angiotensyna ll, ACE — konwertaza angiotensyny (ang. angiotensin-converting enzyme), AT1 —
receptor dla angiotensyny typu 1, bET1 — dtuzsza forma endoteliny-1 (ang. big endothelin 1),
cAMP — cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan, ¢cGMP - cykliczny guanozyno-3’,5’-
monofosforan, EDHF — czynniki hiperpolaryzujgce zalezne od $rédbtonka, eNOS — syntaza
tlenku azotu, ET1 — endotelina-1, ETa — receptor dla endoteliny typu A, ETs — receptor dla
endoteliny typu B, L-arg — L-arginina, NO — tlenek azotu, PGH, — prostaglandyna H;, PGl; —
prostaglandyna |, TX — receptor dla tromboksanu, TXA; — tromboksan A;, VSM — miocyty

gtadkie sciany naczynia. Zmodyfikowano na podstawie [44].
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Kolejng z istotnych funkcji srodbtonka jest jego udziat w TEM. Jest to proces scisle
zwigzany ze stanem zapalnym. Dzieki niemu znajdujgce sie we krwi leukocyty sg rekrutowane
do miejsca zapalenia. Zgodnie z przyjmowanym obecnie modelem w trakcie TEM mozna
wyrozni¢ nastepujgce kroki: wybicie leukocytéw z gtéwnego strumienia krwi, toczenie
komodrek uktadu odpornosciowego po powierzchni komérek srddbtonka, ich rozptaszczenie
bedace wynikiem coraz mocniejszej adhezji do komdrek srédbtonka oraz diapedeze [45].
Ostatni etap moze odbywac sie na dwa sposoby: (i) pomiedzy komdrkami srodbtonka (szlak
parakomérkowy) lub (ii) przez cytoplazme komodrek srddbtonka (szlak transkomodrkowy).
Wprawdzie diapedeza moze zachodzi¢ na catej powierzchni $rédbtonka, to w pewnych
miejscach proces ten obserwuje sie znacznie czesciej niz w innych. Takie miejsca nazywane sg
gorgcymi punktami transmigracji [46]. Jednakze ich funkcjonowanie wcigz pozostaje zagadka.
Istnieje wiele czynnikdéw, ktére sg w stanie oddziatywac na komorki uktadu odpornosciowego.
Wsrdd nich wyrdznia sie: (i) chemokiny (prowadzace do chemotaksji), (ii) czasteczki adhezyjne
(prowadzace do haptotaksji), (iii) sztywnos¢ komdrek (prowadzaca do durotaks;ji), oraz (iv)
opor (prowadzacy do tenertaksji). Znaczenie w TEM majg réowniez sity $cinajgce, rodzaj
naczynia krwionosnego, czy nawet skfad glikokaliksu [46]. Leukocyty ptynace wraz ze
strumieniem krwi s3 wabione w kierunku $ciany naczynia za posrednictwem
chemoatraktantdw, np. leukotrien Bs, CXCL1 do CXCL3 oraz CXCL5 do CXCL8 [47]. Z kolei
przyleganie i toczenie komorek po powierzchni srédbtonka umozliwiajg czasteczki adhezyjne,
tj. L- i E-selektyna. Tworzg one nietrwate potaczenia pomiedzy komérkami, a ich powstawanie
i zrywanie skutkuje wprowadzeniem leukocytu w ruch obrotowy po komérkach srédbtonka.
W kolejnym kroku wytwarzane sg bardziej stabilne potgczenia z udziatem integryn oraz
czasteczek adhezyjnych typu VCAM-1 oraz ICAM-1, co skutkuje silniejszym przyleganiem i
zatrzymaniem leukocytu oraz umozliwia jego migracje przez bariere srédbtonkowg [48]. W
opisie TEM wcigz brakuje jednak odpowiedzi na wiele pytan, wsréd nich: (i) Dlaczego istniejg
dwa szlaki — parakomdrkowy oraz transkomérkowy? oraz (ii) Jak TEM oddziatuje na
przepuszczalnos¢ S$rddbtonka? Logicznym wydaje sie, ze TEM powinna skutkowad
rozluznieniem struktury potgczen miedzy komodrkami srodbtonka, czego efektem bytoby
zwiekszenie przepuszczalnosci bariery sSrodbtonkowej. Rzeczywiscie w przebiegu stanu
zapalnego obserwuje sie lokalne przesgczanie sktadnikéw osocza do otaczajgcych tkanek, co
skutkuje ich obrzekiem. Jednak, w przypadku jednoczesnego badania przepuszczalnosci

naczyn oraz interakcji Srodbtonek-leukocyty stwierdzono znaczne roéznice w lokalizacji
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miejscowych przeciekdow oraz miejsc transmigracji i adhezji komorek uktadu odpornosciowego
[22]. Co wiecej, wykazano, ze adhezja i TEM stabo korelujg ze zmiang przepuszczalnosci bariery
srodbtonkowej pod wzgledem czasu wystepowania w przypadkach ostrego stanu zapalnego
[49]. Jednakze to w jaki sposéb srédbtonek w trakcie TEM moze utrzymywac Scistg strukture

potaczen miedzykomdrkowych wciaz nie zostato wyjasnione.

Inng istotng funkcjg $rédbtonka jest zdolno$¢ formowania nowych naczyn
krwionosnych okreslana mianem angiogenezy. Proces ten jest podstawg tworzenia uktadu
naczyn w trakcie rozwoju embrionalnego. U ludzi dorostych angiogeneza jest zjawiskiem
rzadkim. W warunkach fizjologicznych proces ten obserwuje sie w miesniach szkieletowych
jako skutek wysitku fizycznego oraz w bfonie sluzowej macicy w trakcie odbudowy warstwy
czynnosciowej przed owulacjg [50,51]. Zdolnos¢ do wytwarzania nowych naczyn
krwionosnych przez komorki srodbtonka wzrasta po wystgpieniu urazu tkankowego.
Przyktadem moze by¢ tutaj mechanizm gojenia sie tkanki Sciegnistej [52]. Jednym z najlepiej
opisanych aktywatorow neowaskularyzacji jest srodbtonkowy czynnik wzrostu (VEGF, ang.
vascular endothelial growth factor) oraz o$ VEGF/Notch [53]. Wykazano, ze zwigzanie czynnika
z receptorami w obrebie komérek srédbtonka nasila ich migracje oraz proliferacje, a wiec
procesy niezbedne do wytworzenia nowego naczynia. Poziom VEGF podnosi sie nie tylko w
przebiegu procesu regeneracji tkanki, ale réwniez w warunkach obnizonej dostepnosci tlenu.
Z tego wzgledu proces angiogenezy Scisle zwigzany jest takie z nowotworzeniem.
Zapotrzebowanie na tlen szybko dzielgcych sie komérek nowotworowych przestaje byc
zaspokajane przez otaczajgcg je sie¢ naczyn krwionos$nych. Dodatkowo nagromadzone
produkty metabolizmu prowadzga do martwicy. Panujgce w centrum guzow litych warunki
prozapalne przy jednoczesnej hipoksji sprzyjajg angiogenezie [54]. Powstawanie nowych
naczyn krwionosnych moze prowadzi¢ do ekspansji nowotworu. Stad tak silny nacisk w terapii
onkologiczne] kfadzie sie na préby powstrzymania angiogenezy np. poprzez obnizenie
poziomu VEGF. Co ciekawe, na proces formowania sie naczyn krwionos$nych wptywaé mogg
rowniez czynniki zwigzane ze stylem Zzycia, np. palenie wyrobdéw tytoniowych. Badania
przeprowadzone na materiale biopsyjnym oskrzeli potwierdzity obecnos¢ wiekszej ilosci
naczyn, ich wiekszg powierzchnie oraz wyzszg ekspresje VEGF u palaczy w stosunku do oséb
niepalgcych [55]. Zjawisko adaptacyjnej angiogenezy stwierdzono réwniez w tozyskach matek
palacych w trakcie cigzy [56]. Jednakze w przypadku ztaman kosci, w materiale pochodzgcym

od palaczy oraz ze szpiku kostnego traktowanym osoczem krwi oséb palgcych zmieszanym z
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ekstraktem dymu papierosowego, stwierdzono zaburzenia w formowaniu sie skrzepu,
czestosci angiogenezy oraz spowolnienie regeneracji [57]. Wykazano réwniez, ze palenie
tytoniu uposledza unaczynienie Sciegna bicepsa w przewlektej tendinopatii, co skutkowato
powstawaniem niekolagenowych wysp tkanki sciegnistej sktadajgcych sie ze zbitych kwasnych
polisacharydéw [52]. Podobnie komérki tetnicy ptucnej traktowane ekstraktem dymu
papierosowego charakteryzowaty sie nizszymi zdolno$ciami do migracji i formowania struktur
tubularnych [58]. Tak zréznicowana odpowiedz komérek srodbtonka pochodzacych z réznych

lokalizacji dodatkowo podkresla silng heterogenicznosé tej grupy komorek.

Ze wzgledu na liczne funkcje sréddbtonka, prawidtowe funkcjonowanie tej struktury jest
kluczowe dla utrzymania homeostazy uktadu krazenia. Przewlekte nieprawidtowosci w
zakresie funkcjonowania srodbtonka prowadzg do jego dysfunkcji, co z kolei jest podtozem

wielu choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
1.2.2 Dysfunkcja srodbtonka

ED jest najczeSciej rozumiana jako dysproporcja pomiedzy produkcjg czynnikow
wazodylatacyjnych oraz wazokonstrykcyjnych przez komérki srédbtonka [15]. W warunkach
spoczynkowych przewazaé powinna synteza czynnikéw powodujgcych rozkurcz Sciany
naczynia z lokalnymi zmianami w odpowiedzi na czynniki zewnetrzne, tj. wybrane czgsteczki
sygnatowe czy sity $cinajgce wywierane przez krew na powierzchnie $ciany naczyn. Jednakze
w przebiegu ED obserwuje sie nasilenie produkcji czynnikéw wazokonstrykcyjnych. Mozliwym
jest, ze zaburzenie rownowagi w syntezie substancji odpowiedzialnych za rozszerzenie i
zwezenie swiatta naczyn jest jedynie objawem problemdw, ktére na poziomie komdérkowym
manifestujg sie znacznie wczesniej [59]. W przebiegu ED obserwuje sie reorganizacje
cytoszkieletu aktynowego, nasilong ekspresje czasteczek adhezyjnych, zmiany w obrebie
regionu potaczen komadrka-komodrka oraz zaburzenia zdolnos$ci migracyjnych komorek. S3 to
zmiany, ktore wigzg sie czesto z aktywacjg srédbtonka, rozumiang jako przejscie ze stanu
spoczynkowego do formy umozliwiajgcej odpowiedz obronng organizmu. Czynniki ryzyka
sercowo-naczyniowego, np. dym papierosowy lub L-homocysteina, stymulujg produkcje
chemokin, cytokin i czasteczek adhezyjnych odpowiedzialnych za interakcje z leukocytami i
trombocytami oraz ukierunkowanie odpowiedzi zapalnej na okredlone tkanki w celu
efektywnej eliminacji patogendw [60,61]. Aktywowany srddbtonek zmienia sposéb

sygnalizacji z opartego o NO na sygnalizacje typu redoks. ROS w obecnosci SOD prowadzg do
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wytworzenia nadtlenku wodoru, ktéry szybko dyfunduje w obrebie komorki zmieniajgc
funkcje biatek poprzez reakcje z ich grupami cysteinowymi. Kluczowym enzymem jest tutaj
eNOS. W warunkach spoczynkowych enzym ten katalizuje produkcje NO, jednakze jest on w
stanie réwniez generowa¢ ROS, co z kolei sprzyja aktywacji srédbtonka [62]. Zmiany
obserwowane na poziomie komdrkowym oraz zaburzenia rownowagi w produkcji czynnikow
wazodylatacyjnych i wazokonstrykcyjnych pozostajg wiec nierozerwalnie ze sobg powigzane.
Jednakze aktywacja $rédbtonka jest obserwowana w przebiegu procesu zapalnego i wcale nie
musi prowadzi¢ do jego dysfunkcji. Na rozwdj patologii mogg mie¢ wptyw takie czynniki, jak
zakres, natura, czy czas trwania stymulacji, a nawet specyfika oddziatywania danych
czynnikdbw prozapalnych. Badania wskazujg, ze przewlekty stan zapalny jest jedng z
podstawowych przyczyn ED [63]. Stad schorzenia, w ktérych obserwuje sie nasilenie stanu
zapalnego oraz stres oksydacyjny, tj. hipercholesterolemia, nadcisnienie tetnicze, cukrzyca, a
nawet choroby przyzebia wigze sie z rozwojem ED [64—66]. To, ktére z tych chordb sg skutkiem
ED, a ktdre jego przyczyna, pozostaje wcigz otwarte. Wiadomo jednak, ze niezaleznie od
przyczyny, nasilony stres oksydacyjny prowadzi do zaburzenia réwnowagi pomiedzy produkcjg

NO i ROS, czego rezultatem jest dalsza aktywacja srodbtonka oraz stan zapalny.

Ze wzgledu na zaangazowanie jondw Ca?* w przebieg zmian obserwowanych w trakcie
ED sygnalizacja wapniowa komdrek srédbtonka réwniez lezy w kregu zainteresowan badaczy

zajmujgcych sie tym zagadnieniem.
1.2.3 Sygnalizacja wapniowa w komérkach srédbtonka

Jony Ca?* sg niezbednym drugorzedowym przekaznikiem informacji w komérkach, w
tym réwniez w komérkach $rédbtonka. Regulujg one procesy zachodzgce na terenie komérek
jak migracja, angiogeneza, funkcja barierowa, czy odpowiedz zapalna [67]. Wzrost poziomu
Ca®* w cytoplazmie aktywuje liczne szlaki sygnalizacyjne zaréwno w procesach fizjologicznych,
jak i patologicznych. W warunkach spoczynkowych poziom wolnego wapnia w komdrkach
Srodbtonka utrzymywany jest na stosunkowo niskim poziomie (w zakresie 30-100 nM).
Jednoczesnie, pomiedzy wnetrzem komorki a przestrzenig zewnatrzkomérkowg panuje okoto
20 000-krotna réznica stezeri Ca®*. Stan ten jest utrzymywany w sposdb aktywny poprzez
btonowe pompy jonowe, takie jak np. ATPaza wapniowa oraz kanaty znajdujgce sie w btonach
ER [68]. W wyniku aktywacji $rédbtonka dochodzi do 5-10-krotnego wzrostu

wewnatrzkomdrkowego poziomu jondéw Ca?'. Efekt ten zaobserwowano w przypadku
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stymulacji komédrek srédbtonka naczyn przez mediatory stanu zapalnego, tj. histamine,
trombine, czy bradykinine [69,70]. Zwigzanie tych mediatoréw zapalnych z receptorami biatka
G oraz receptorami kinazy tyrozynowej aktywuje PSC do produkcji DAG i IP3. Prowadzi to do
uwolnienia jondw Ca?* z ER. Oprdznienie wewnatrzkomdrkowego magazynu Ca?* skutkuje
dalszym naptywem jondw z przestrzeni zewngtrzkomérkowej przez kanaty kationowe typu
SOC, w tym TRPC1 [71]. W odpowiedzZ na uwolnienie Ca?* z ER zaangazowane sg m.in. STIM1 i
Orail. STIM1 reaguje na niski poziom Ca®* w ER poprzez aktywacje Orail, tak by pozwoli¢ na
uzupetnienie magazynowej puli Ca?* [72]. W btonie komérkowej komadrek srodbtonka znajduje
sie réwniez szereg kanatéw jonowych, ktérych aktywacja nie wymaga wczesniejszego
uwolnienia Ca?* z ER. Przyktadem mogg by¢ tutaj takie kanaty, jak TRPC6 i TRPM2. Jony Ca?*
znajdujace sie w cytozolu oddziatujg na biatka zawierajgce miejsca wigzania Ca%*. Wptywa to
na liczne procesy zachodzgce na terenie komérek, w tym réwniez na przepuszczalnos$é bariery
srédbtonkowej. Kluczowa role w regulacji barierowej funkcji srodbtonka przypisuje sie
kanatowi TRPC6 [73]. Jest to nieselektywny kanat kationowy, ktéry moze by¢ aktywowany
przez DAG, mechaniczne rozcigganie $ciany naczynia lub ROS. Wykazano réwniez, ze TRPC6
odpowiada za zwiekszenie przepuszczalnosci srodbfonka w odpowiedzi na trombine oraz
bradykinine. Jest to spowodowane rozktadem potgczen zwierajgcych opartych o VE-
kadheryne oraz przebudowg struktury cytoszkieletu [74]. Ponadto wzajemna stabilno$é
interakcji pomiedzy kadherynami jest $cisle zwigzana z jonami Ca?*. Dodatkowo wzrost
poziomu Ca?* stymuluje kinaze taricuchéw lekkich miozyny (MLCK, ang. myosin light chains
kinase) do fosforylacji tancuchéw lekkich miozyny (MLC, ang. myosin light chains), co promuje
jej oddziatywanie z aktyng. Skutkiem tego jest nasilenie naprezen wewngatrzkomdrkowych, a

tym samym wymuszona zmiana w adhezji.

Jony Ca?* sg takze zaangazowane w proces wynaczyniania sie leukocytdw. Juz pierwszy
kontakt leukocytu z powierzchnig srédbtonka, w ktéry zaangazowana jest E-selektyna,
prowadzi do dokomdrkowego naptywu jondw Ca?* [75]. Z kolei adhezja leukocytu do
powierzchni srédbtonka zachodzi z udziatem VCAM-1 i ICAM-1. W badaniach in vitro
potwierdzono, ze aktywacja powyzszych biatek skutkuje nasilonym dokomdrkowym
naptywem Ca?* [76]. Tu réwniez wykazano, ze kanatem odpowiedzialnym za te zmiany jest
TRPC6, gdyz nokaut endogennej ekspresji tego kanatu w komaorkach srodbtonka blokowat TEM
[77]. Jednak wcigz nie wiadomo jaka jest dalsza rola sygnalizacji wapniowej w tym procesie.

Mozliwym jest tutaj zaangazowanie kalmoduliny (CaM, ang. calmodulin), gdyz inkubacja
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komodrek srodbtonka z inhibitorem CaM - triflouperazyng hamowata transmigracje
monocytéw [78]. Z kolei ograniczenie transmigracji neutrofili zaobserwowano po

zastosowaniu inhibitora MLCK — ML-9 [79].

W kontekscie analizy sygnalizacji wapniowej w komérkach srédbtonka nalezy zwrdcié
szczegblng uwage na jej heterogennos¢. W zaleznosci od lokalizacji w drzewie naczyniowym,
komorki srodbtonka mogg cechowac sie odmiennymi wtasciwosciami oraz rdéznicami w
ekspresji btonowych kanatéw jonowych. Dla przyktadu: w komdrkach $rédbtonka
mikrounaczynienia ptuc potwierdzono ekspresje TRP dla wanilloidu 4 (TRPV4, ang. TRP
vanilloid 4), czego nie zaobserwowano w innych lokalizacjach [80]. Kolejnym istotnym
aspektem jest mnogos¢ typdw kanatow wapniowych. Wsérdéd samych kanatéw TRP w
komodrkach srédbtonka potwierdzono obecnos¢ okoto 20 z nich [81]. Istotne mogg réwniez
okazac sie interakcje pomiedzy poszczegdlnymi kanatami, gdyz ograniczenie funkcji jednego z

nich moze byé kompensowane przez inne.
1.3 Btonowy kanat wapniowy TRPM2

TRPM2 (wczesniej oznaczony jako TRPC7 lub LTRPC2) jest nieselektywnym,
przepuszczalnym dla wapnia kanatem kationowym [82]. Jego ekspresja zostata potwierdzona
w wielu tkankach, w tym w szpiku kostnym, $ledzionie, ptucach, sercu, watrobie i neutrofilach,
a takze komérkach srédbtonka [14]. Badania wskazujg na istnienie kilku izoform TRPM2, w
tym wariantu TRPM2-S, ktdry jest krotszg formag biatka pozbawiong 4 z 6 domen
transbtonowych na konicu karboksylowym. Interakcja pomiedzy TRPM2 o petnej dtugosci
taricucha a TRPM2-S moze odgrywac wazng role w regulacji naptywu Ca?* w odpowiedzi na
nadtlenek wodoru, co potwierdzono w komdrkach 293T pochodzacych z nerki ludzkiego
embrionu [83]. Ze wzgledu na réznice w budowie domeny C-koricowej, TRPM2-S moze dziatac
jak inhibitor TRPM2. Ponadto w komodrkach hematopoetycznych znaleziono kilka innych
wariantow, np. (i) TRPM2-AN pozbawiony aminokwaséw 538-557 na N-koricu oraz (ii) TRPM2-
AC, ktdry nie posiada aminokwasow 1292-1325 na C-koricu [84].

Funkcjonalny kanat TRPM2 wystepuje w formie tetramerycznej. Jego struktura
obejmuje fatd wigzacy difosforan nukleozydu zlokalizowany w cytoplazmatycznej domenie
karboksylowej. Odpowiada on za wigzanie agonistow nukleotydédw oraz niektérych
czynnikéw, tj. ADPR, cykliczny ADPR (cADPR, ang. cyclic ADPR), CaM, adenozyno-5’-

monofosforan (AMP, ang. adenosine-5’-monophosphate), czy dinukleotyd
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nikotynoamidoadeninowy (NAD*, ang. nicotinamide adenine dinucleotide) [85]. Wykazano
rowniez, ze jest on stymulowany stresem oksydacyjnym. Z kolei domena N-koricowa zawiera

miejsce wigzania CaM, ktdre jest odpowiedzialne za regulacje TRPM2 przez jony Ca®* [86].

Aktywnos$¢ kanatu TRPM2 zostata dotychczas powigzana z takimi zjawiskami, jak
odpowiedZ komoérkowa na uszkodzenie niedokrwienno-reperfuzyjne, regulacja
przepuszczalnosci sSrodbtonka, stan zapalny, rozwdéj nowotwordw i choréb zwyrodnieniowych,

czy indukcja $mierci komorki, w tym apoptozy i autofagii [87-91].
1.3.1 Struktura TRPM2

Na strukture kanatu TRPM2 sktadajg sie cztery monomery. W kazdym z nich wyrdznia
sie region N-koncowy o dtugosci okoto 800 aminokwasow, sze$¢ domen transbtonowych
nazywanych odpowiednio S1- Se oraz domene C-koricowq. Obie domeny koricowe znajdujg sie
wewnatrz komorki. W sktadzie N-konca wyrdznia sie cztery homologiczne domeny
charakterystyczne dla podrodziny TRPM oraz motyw podobny do 1Q (skrét pochodzi od
pierwszych dwdéch aminokwaséw motywu — izoleucyny i glutaminy), ktéry odpowiada za
wigzanie CaM. Z kolei C-koniec zawiera sekwencje motywu nudix-box (NUDT9-H, ang. nudix-
box sequence motif) o kluczowym znaczeniu w kontekscie odpowiedzi kanatu na stymulanty
[92]. Petla, ktéra tworzy przepuszczalny dla jondw por zlokalizowana jest pomiedzy domenami
Ss i Se. Budowe kanatu TRPM2 wraz z opisanymi szlakami aktywacji i potencjalnymi

inhibitorami przedstawiono na Rycinie 3.
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Rycina 3. Budowa kanatu TRPM2 wraz ze szlakami aktywacji zaleznej od ligandéw oraz
potencjalnymi inhibitorami. Liniami ciggtymi zaznaczono najszerzej opisane i udowodnione
Sciezki aktywacji. Linie przerywane obrazujg prawdopodobne szlaki aktywacji. 2-APB — boran
2-aminoetoksydifenylu; 3-AB - 3-aminobenzamid; ACA - kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy; ATP — adenozyno-5’-trifosforan; ADPR — ADP-ryboza; cADPR —
cykliczna ADP-ryboza; C-term — domena C-koricowa; CaM - kalmodulina; FFA — kwas
flufenamowy; MFA — kwas mefenamowy; N-term — domena N-koricowa; NAD — dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy; NMN — mononukleotyd nikotynamidowy; NMNAT-2 -
adenylotransferaza mononukleotydu nikotynoamidu 2; PARG — glikohydrolaza poli(ADPR);
PARP — polimeraza poli(ADPR); ROS — reaktywne formy tlenu; TRP — kanat przejSciowego
potencjatu receptora; TRPM2 — TRP dla melastatyny 2. Zmodyfikowano na podstawie [93].
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1.3.2 Mechanizmy aktywacji kanatu TRPM2

Najlepiej poznany mechanizm regulacji kanatu TRPM2 zachodzi poprzez zwigzanie
ADPR z NUDT9-H w obrebie domeny C-koncowej kanatu [92]. Wprawdzie domena ta
charakteryzuje sie aktywnoscig hydrolazy ADPR, to jest ona stosunkowo staba. Ponadto
wydaje sie, ze to dtuzsze oddziatywanie ADPR z TRPM2 jest odpowiedzialne za stymulacje
kanatu. Nasilenie aktywnosci enzymatycznej, a tym samym przyspieszenie rozktadu ADPR,
zapobiega otwarciu kanatu [94]. Wykazano, ze produkcja ADPR w komdrkach jest scisle
skorelowana ze stresem oksydacyjnym. Wolne rodniki stymulujg rybozylacje ADP, ktéra jest
rodzajem potranslacyjnej modyfikacji biatek. PARP wykorzystujagc NAD* jako donor ADPR
powoduje przeniesienie tej czasteczki na boczne tancuchy reszt argininy, kwasu
asparaginowego, kwasu glutaminowego, cysteiny, lizyny, seryny i tyrozyny docelowych biatek.
Kolejne czasteczki ADPR mogg ulegac przytgczeniu poprzez wigzania 1’-2’ glikozydowe
pomiedzy resztami rybozy prowadzac do powstania poli(ADPR) [95]. Uwolnienie monomerdw
ADPR zachodzi w reakcji katalizowanej przez PARG [96]. Mechanizmem alternatywnym moze
by¢ bezposrednia hydroliza NAD do nikotynamidu i ADPR. Jednakze wiekszo$¢ badan wskazuje
na wieksze znaczenie pierwszego z opisanych powyzej procesow [14]. W interakcji pomiedzy
NUDT9-H a ADPR kluczowa wydaje sie by¢ koricowa czgsteczka rybozy, jako ze samo ADP nie
powoduje aktywacji kanatu [97]. Opisano réwniez mozliwo$¢ koaktywacji TRPM2 przez ADPR
wspdlnie z jonami Ca?*. Region odpowiedzialny za wigzanie jonéw Ca?* znajduje sie blisko
granicy wewnatrzkomorkowej czesci TRPM2. Badania wskazujg, ze jedynie jednoczesne
zwigzanie ADPR oraz jondw Ca?* prowadzi do aktywacji tego kanatu [98]. Co wiecej,
funkcjonowanie TRPM2 jest rowniez scisle powigzane z tymi jonami, a do jego aktywacji moze
prowadzi¢ samo zwigzanie jondw Ca?* [99]. Jeszcze bardziej efektywnym agonistg kanatu jest
2’-deoksy-ADPR [85]. W warunkach in vitro czasteczka ta powstaje z mononukleotydu
nikotynamidu (NMN, ang. nicotinamide mononucleotide) i 2’-deoksy-ATP w reakcji
katalizowanej przez cytoplazmatyczng adenylotransfereze mononukleotyddw nikotynamidu 2
(NMNAT-2, ang. nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase 2) i glikohydrolaze
dinukleotydu adeninowego (CD38). 2’-deoksy-ADPR okresla sie jako superagoniste TRPM2,
gdyz zwigzek ten indukuje 10,4-raza wyzszy dokomérkowy naptyw jonéw w pordwnaniu do
ADPR [85]. O ile zaleznos¢ pomiedzy 2’-deoksy-ADPR oraz ADPR a TRPM2 wydaje sie jasna,
mozliwos¢ aktywacji kanatu przez cADPR budzi wiecej kontrowersji [100]. Otwarcie kanatu

potwierdzono jedynie po zastosowaniu ekstremalnie wysokich dawek cADPR [101]. Jednakze
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czgsteczka ta moze wspomagac dziatanie samego ADPR, gdyz jednoczesne zastosowanie obu
substancji powodowato silniejszg aktywacje TRPM2 niz w przypadku podania kazdej z nich
osobno [101]. Mozliwym jest rowniez, ze cCADPR w ogéle nie jest w stanie aktywowaé TRPM2,
a efekty obserwowane w niektdrych badaniach sg zwigzane z tatwym rozpadem cADPR do
ADPR. Badania swiezo przygotowanych probek cADPR z uzyciem HPLC potwierdzity, ze nawet
25% jej objetosci stanowi ADPR. W eksperymencie przeprowadzonym na granulocytach
obojetnochtonnych zaobserwowano aktywacje TRPM2 jedynie dla cADPR przed
oczyszczeniem z ADPR [102]. Z kolei inna grupa badaczy potwierdzita aktywacje tego kanatu
przez oczyszczony cADPR poprzez jego zwigzanie z domeng NUDT9-H [103]. Ze wzgledu na
brak spodjnosci w opublikowanych wynikach niezbednych jest wiecej eksperymentéw
badajgcych mozliwos¢ zaleznej od cADPR aktywacji TRPM2. Kluczowe jest wykorzystywanie
tylko oczyszczonego cADPR oraz potwierdzenie stopnia czystosci zwigzku. Podobne
kontrowersje wzbudza rola NAD jako agonisty TRPM2. Niektére z doniesier wskazujg, ze NAD
moze aktywowac kanat w sposdb bezposredni. Natomiast inne zrédta sugeruja, ze efekt ten
jest indukowany przez produkty rozpadu czasteczki lub dzieki kontaminacji zwigzku przez

ADPR [104-106].

Badania wykazaty takze, ze otwarcie kanatu TRPM2 jest zalezne od ROS. Dwa
alternatywne modele aktywacji TRPM2 przedstawili Hara i wsp. oraz Wehage i wsp. [82,84].
Pierwszy obejmuje stymulacje TRPM2 w odpowiedzi na nadtlenek wodoru przez dziatanie
metabolitéw B-NAD*, podczas gdy drugi model zaktada aktywacje niezalezng od ADPR.
Mozliwe, ze oba mechanizmy zachodzg réwnolegle lub osobno w zaleznosci od izoformy

kanatu.

Opisano réwniez alternatywny szlak aktywacji TRPM2 zwigzany z odczuwaniem
niepowodujgcego uszkodzen tkanek ciepta. Zalezne od ciepta otwarcie TRPM2 jest waznym
mechanizmem w neuronach wrazliwych na wysokg temperature, poniewaz kanat przekazuje
informacje dotyczace tego parametru i stymuluje zachowania zwigzane z poszukiwaniem

chtodu [107].
1.3.3 Rola TRPM2 w funkcjonowaniu bariery srédbtonkowej

Dotychczasowe doniesienia naukowe wskazujg na S$cisty zwigzek pomiedzy
aktywnoscig btonowego kanatu wapniowego TRPM2 a stanem komorki. Potwierdzono

zaangazowanie tego kanatu w regulacje barierowej funkcji srodbtonka, TEM, migracje, proces
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angiogenezy oraz smierci komorek. Hodowla ludzkich komadrek srédbtonka tetnicy ptucnej w
obecnosci nadtlenku wodoru prowadzita do dokomdrkowego naptywu jonéw Ca?* oraz
rozluznienia sieci potgczed miedzykomérkowych, czego objawem byt spadek
przezérédbtonkowe] rezystancji elektrycznej. Efekt ten ograniczono wykorzystujac
przeciwciata blokujagce TRPM2, inhibitory PARP oraz poprzez indukcje nadekspresji TRPM2-S
[14]. Poréwnano réwniez odpowiedZz myszy typu dzikiego i myszy z delecjg TRPM2 w
komodrkach srodbtonka na lipopolisacharyd (LPS, ang. lipopolisaccharide). Badania
potwierdzity obnizong czestos¢ TEM oraz wyzszg Smiertelno$¢ myszy pozbawionych ekspresji
TRPM2 w komérkach srédbtonka [108]. Obserwacje te potwierdzono w warunkach in vitro,

wykorzystujgc komorki srédbtonka mikrounaczynienia ptuc.

Badania potwierdzity réwniez, ze zaangazowany w angiogeneze VEGF indukuje naptyw
jondw Ca?* przez kanat TRPM2 po traktowaniu komérek $rédbtonka tetnicy ptucnej
nadtlenkiem wodoru [109]. Ponadto aktywacja kanatu powodowata jego przytgczanie do
czasteczek VE-kadheryny i c-Src, co prowadzito do rozktadu potgczen zwierajgcych oraz
internalizacji VE-kadheryny i promowato migracje komérek. Dodatkowo u myszy z delecjg
TRPM2 wykazano zaburzenia w odbudowie sieci mikrounaczynienia po uszkodzeniu

niedokrwiennym [109].

Liczne doniesienia naukowe wykazaty, ze TRPM2 bierze udziat w wywotywanej przez
ROS $mierci komodrek krwiotwdrczych, neurondw i srédbtonka naczyniowego [90,110-112].
Dokomédrkowy naptyw Ca?*, m.in. poprzez kanat TRPM2, moze prowadzi¢ do zaburzen
wewnatrzkomérkowej homeostazy wapniowejiindukowaé $mieré komérek. W przypadku linii
komodrek srddbtonka mikrounaczynienia serca H5V jednym z obserwowanych efektow
traktowania ich nadtlenkiem wodoru byt spadek aktywnosci metabolicznej komorek.
Dodatkowo mozliwe jest, ze TRPM2 bierze udziat w indukcji Smierci komorki przez jedng z
prozapalnych cytokin, tj. TNFa. Wykazano, ze traktowanie komoérek H5V 10 ng/ml TNFa przez
36 h skutkowato spadkiem ich zywotnosci. Jednakze, efekt ten zostat ograniczony po
zastosowaniu przeciwciata blokujgcego TRPM2 (TM2E3) lub shRNA skierowanego przeciwko

TRPM2 [90]. Funkcje TRPM2 w komdrkach srédbtonka zostaty przedstawione na Rycinie 4.

Podsumowujgc obecny stan wiedzy, istnieje Scisty zwigzek miedzy stanem srdédbtonka,

stresem oksydacyjnym a funkcjg kanatu TRPM2. Jednak wptyw manipulacji poziomem tego
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kanatu oraz zastosowanie jego inhibitorow w komaérkach srodbtonka linii EA.hy926 nie zostaty

jeszcze zbadane.
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Rycina 4. Rola TRPM2 w komérkach srédbtonka. a-kat — a-katenina, B-kat — B-katenina, ABPs
— biatka wigzgce aktyne, CytC — cytochrom C, p120-kat — katenina p120, TRPM2 — kanat
przejsSciowego potencjatu receptora dla melastatyny 2, VE-kad — VE-kadheryna, ROS —

reaktywne formy tlenu. Zmodyfikowano na podstawie [93].
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1.3.4 Metody inhibicji TRPM2

Poznanie tréjwymiarowej struktury kanatu TRPM2 oraz poszerzenie wiadomosci na
temat jego aktywacji przyczynity sie do szybszego rozwoju sposobdw jego inhibicji. Inhibitory
TRPM2 mozna podzielié¢ na pie¢ kategorii zgodnie z metodami prowadzacymi do ich odkrycia:
(i) ponownie wykorzystane znane modulatory innych kanatéw jonowych, (ii) analogi
endogennych ligandéw, (iii) inhibitory peptydowe, (iv) czgsteczki zidentyfikowane na
podstawie wysokowydajnych badan przesiewowych oraz (v) czasteczki zidentyfikowane
poprzez screening wirtualny [113]. Do pierwszej grupy nalezg takie zwiazki jak kwas
flufenamowy (FFA, ang. flufenamic acid), kwas mefenamowy (3-MFA, ang. mefenamic acid),
klotrimazol, ekonazol, kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy (ACA, ang. N-(p-
Amylcinnamoyl)anthranilic acid), czy boran 2-aminoetoksydifenylu (2-APB, ang. 2-
aminoethoxydiphenyl borate). Czes¢ wymienionych zwigzkow jest juz dopuszczona do uzytku
jako substancje lecznicze. 3-MFA, ACA oraz FFA s3 inhibitorami COX wykorzystywanymi jako
niesteroidowe leki przeciwzapalne. Z kolei klotrimazol i ekonazol to leki przeciwgrzybiczne.
Obecnie sg one przeznaczone jedynie do uzytku zewnetrznego, przy czym dla klotrimazolu
dopuszcza sie aplikacje na btony $luzowe. Najwiekszym problemem tej grupy inhibitoréw
pozostaje ich brak specyficznosci wobec TRPM2 [114-118]. Przyczynito sie to do rozwoju
drugiej z grup zwigzkdw o dziataniu hamujacym aktywnos¢ TRPM2, czyli analogéow
endogennych ligandéw tego kanatu. Przedstawicielami powyziszej grupy sg gtéwnie
zmodyfikowane czgsteczki ADPR oraz cADPR, wsrdd ktérych wyrdznia sie 8-bromo-ADPR, AMP
oraz 8-bromo-cADPR [119-121]. Czgsteczki te wigzane sg przez domene NUDT9-H, ktora jest
elementem unikalnym dla kanatu TRPM2. Do wad analogéw endogennych ligandéw TRPM2
zalicza sie jednakze stabg penetracje bton komérkowych oraz brak stabilnosci [113]. Do
peptydowych inhibitoréw kanatu nalezy tat-M2NX, ktdry powstat z potgczenia czesci domeny
C-konicowej z biatkiem penetrujgcym komodrke (CPP, ang. cell-penetrating peptide)
pochodzgcym z wirusa HIV — biatkiem tat [122]. Peptyd ten charakteryzowat sie wysokg
skutecznoscig nawet w nanomolowym zakresie stezen [120]. Dodatkowo tat-M2NX jest zdolny
do przekraczania bariery krew-mézg. Ta grupa inhibitorow, w poréwnaniu z poprzednimi,
obarczona jest takimi wadami jak wysoki koszt produkcji, potencjalne reakcje ze strony uktadu
immunologicznego oraz brak mozliwosci podania doustnego [113]. Dodatkowo zdolnosci CPP
do przekraczania bariery btony komérkowej zalezg od wielu czynnikdw. Mozliwym jest, ze ich

wykorzystywanie w Scisle potgczonych ze sobg komdrkach srédbtonka jest ograniczone [123].
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Z kolei przeszukiwanie dostepnych bibliotek zawierajgcych dane na temat struktury i
aktywnosci réznych grup zwigzkéw pozwala na znalezienie czgsteczek potencjalnie
wptywajacych na poszczegdlne skfadniki komodrek. W ten sposoéb odkryto mozliwosé
wykorzystania skalaradialu oraz zwigzku o nazwie JNJ-28583113 do blokowania aktywnosci
TRPM2 [121,124]. Oba zwigzki znaczaco ograniczajag dokomérkowy naptyw jondw Ca’* w
odpowiedzi na stymulacje ADPR czy warunki stresu oksydacyjnego. Co wiecej, JNJ-28583113
jest uznawany za najbardziej efektywny znany inhibitor TRPM2 z ICso wynoszgcym zaledwie 13
nM. Jednakze, zwigzek ten jest mato stabilny i ulega gwattownemu rozktadowi w warunkach
biologicznych, co czyni go obecnie bezuzytecznym w aplikacji klinicznej [113]. Z kolei dla
skalaradialu zaobserwowano, ze jego zdolnosci blokowania TRPM2 rosng wraz z czasem od
momentu ekspozycji, osiggajac swoje maksimum po okoto 20 min. Stad przypuszczenie, ze
zwigzek ten nie oddziatuje na kanat w sposdb bezposredni [124]. W trakcie poszukiwan
skutecznych inhibitoréw kanatu TRPM2 z sukcesem zastosowano réwniez metody screeningu
wirtualnego, odkrywajgc m.in. pochodne 2,3-dihydroquinazolin-4 (1H)-onu, dla ktérych ICso

okreslono w zakresie 3-5 uM [125].

Oprocz wykorzystania inhibitoréw TRPM2 mozliwa jest regulacja aktywnosci kanatu z
wykorzystaniem innych metod. Przyktadem mogg by¢ przeciwciata skierowane przeciwko
TRPM2 takie jak wspomniane TM2E3, ktdrego celem jest region E3 zlokalizowany niedaleko
czesci przepuszczalnej dla jondw. Wykazano, ze jego aplikacja ograniczata odpowiedz komérek
H5V na nadtlenek wodoru w stopniu podobnym do obnizenia poziomu z wykorzystaniem
shRNA wobec TRPM2. Ponadto oba podejscia ograniczenia aktywnosci TRPM2 hamowaty

apoptoze komérek i promowaty ich przezycie wobec nadtlenku wodoru, jak i TNFa [90].

Ciekawym aspektem regulujgcym funkcjonowanie TRPM2 jest obecnos¢ jego réznych
izoform. Nazwa kanatu jest stosowana domysinie dla jego petnowymiarowej formy TRPM2-L.
Badania wykazaty rowniez istnienie formy skréconej TRPM2-S, ktdra zwiera jedynie domene
N-koricowg oraz pierwsze dwie domeny transbtonowe. Wiadomo, ze TRPM2-S zapobiega
aktywacji TRPM2-L, jednak doktadny mechanizm tej interakcji nie jest jeszcze poznany.
Wykazano, ze TRPM2-S moze wptywac na obnizenie poziomu TRPM2-L poprzez przyspieszenie
jego degradacji przez proteasomy, gdyz wzrost poziomu formy krotszej skutkowat
poliubikwitynacjg oraz rozktadem wariantu petnowymiarowego [126]. Dodatkowo w

przypadku probek pobranych od pacjentow z ttuszczakomiesakiem zaotrzewnowym
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wykazano wartos¢ prognostyczng TRPM2-S bez istotnego znaczenia dla poziomu TRPM2-L. Na
modelu komdérkowym potwierdzono, ze nadekspresja TRPM2-S prowadzita do podniesienia
wewnatrzkomdérkowego poziomu ROS, hamowata apoptoze w warunkach normoks;ji, ale
promowata Smieré komérek w warunkach ograniczonej dostepnosci tlenu [127]. Dane te
wskazuja, ze nie tylko catkowity poziom TRPM2, ale rowniez stosunek poziomow rdznych

wariantow tego biatka mogg posiadac istotne znaczenie kliniczne.

Alternatywnym podejsciem do regulacji aktywnosci TRPM2 jest inhibicja PARP. Enzym
ten aktywowany jest w warunkach uszkodzenia DNA i bierze udziat w jego naprawie. PARP jest
rowniez niezbedny w procesie aktywacji TRPM2. Po rozpoznaniu uszkodzenia DNA enzym ten
napedza produkcje poli(ADPR). Nastepnie, polimer ten zostaje roztozony przez PARG do ADPR,
ktora jest gtdwnym aktywatorem TRPM2. Wykazano, ze limfocyty pozbawione ekspresji PARP
nie odpowiadajg na stres oksydacyjny poprzez aktywacje TRPM2 [128]. Rdwniez w neuronach
myszy zaobserwowano Sciste powigzanie miedzy aktywnoscia PARP i TRPM2 [129].
Zastosowanie inhibitoréw PARP i PARG w celach terapeutycznych nie jest zagadnieniem
nowym. Jak dotad najwiekszy potencjat tej grupy substancji wigzano z terapiami
przeciwnowotworowymi. Wykorzystanie inhibitoréw PARP dopuszczono w leczeniu
nowotwordw piersi i jajnika z potwierdzong mutacjg BRCA (ang. breast cancer gene). Z kolei
inhibitory PARG dodatkowo hamujg zdolnosci replikacji DNA komdérek nowotworowych, przez
co mogg wspomagac dziatanie inhibitorow PARP. Jak dotad brak jest badan nad mozliwoscig

wykorzystania inhibitorow PARG w hamowaniu aktywnos$ci TRPM2.

Kolejnym logicznym sposobem modulacji TRPM2 moze byé réwniez wykorzystanie
substancji o potencjale antyoksydacyjnym. Skoro aktywacja kanatu TRPM2 jest Scisle
powigzana ze stresem oksydacyjnym, to antyoksydanty powinny mdéc wptywac na ten proces.
W badaniach na komdrkach jajnika chomika chiniskiego linii CHO oceniono aktywacje TRPM2
za pomocg nadtlenku wodoru z wczes$niejszg ekspozycjg komérek na witaminy C i E oraz
glutation. Pomimo zastosowania tak silnych antyoksydantéw, nie stwierdzono zadnego
wplywu wstepnego traktowania na dokomdrkowy naptyw jondw Ca®* w wyniku otwarcia
kanatéw TRPM2 [130]. W przypadku tej samej linii komdrkowej bardziej obiecujgce rezultaty
przyniosto zastosowanie melatoniny. Substancja ta jest neurohormonem, jednakze nalezy
rowniez do grupy antyoksydantéw. Melatonina w znacznym stopniu blokowata dokomérkowy

naptyw jonéw Ca?* w odpowiedzi na nadtlenek wodoru, hamujac réwniez $mieré komérek na
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drodze apoptozy [131]. Podobny efekt przyniosto wewnatrz- i zewngtrzkomoérkowe podanie
selenu, ktére ograniczyto dokomdrkowy naptyw jonéw Ca?* w odpowiedzi na traktowanie
komodrek CHO nadtlenkiem wodoru [132]. Dodatkowo réwnoczesne podanie selenu oraz
inhibitora TRPM2 — 2-APB hamowato aktywno$¢ TRPM2 w wiekszym stopniu, niz kazda z tych
substancji podawana pojedynczo [132]. Atutem wykorzystania selenu moze wiec byé dziatanie
synergistyczne z inhibitorami TRPM2. Metody regulacji aktywnosci kanatu TRPM2 wraz z

przyktadowymi substancjami przedstawiono w Tabeli I.

Chot¢ pierwsze proby wykorzystania inhibitora TRPM2 w modelu komérkowym zostaty
opisane w 2004 roku, po prawie 20 latach dalszych badan zadna ze zidentyfikowanych
substancji nie zostata wtgczona do badan klinicznych. Gtéwne problemy zwigzane z uzyciem
substancji blokujgcych dokomdérkowy naptyw jonédw Ca?* przez kanat jonowy TRPM2 to niska
stabilnos¢, brak selektywnosci dziatania oraz mozliwe efekty uboczne zwigzane z dziataniem
substancji na rézne typy komorek. Jednakie zaangazowanie kanatu w liczne procesy
patologiczne, tj. choroby neurodegeneracyjne, zaburzenia niedokrwienno-reperfuzyjne
roznych narzagdéw oraz ED, napedza poszukiwania coraz bezpieczniejszych i bardziej
skutecznych zwigzkéw. Roéwniez badania nad wptywem znanych juz inhibitoréw na inne
rodzaje komédrek dostarczajg cennych danych. Stad w eksperymentach opisanych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej wykorzystano dwa inhibitory kanatu TRPM2 (ACA i FFA) oraz
enzymu PARP (3-AB i DPQ). Zgodnie z obecnym stanem wiedzy sg to pierwsze badania majace
na celu ocene dziatania tych substancji w kontekscie odpowiedzi modelowych komérek

Srodbtonka naczyniowego na warunki indukowanego stresu oksydacyjnego.
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Tabela 1. Podziat metod inhibicji kanatu TRPM2 wraz z przyktadowymi przedstawicielami

poszczegdlnych grup.

Grupa

Przyktad

Modulatory innych kanatéw jonowych

2-APB, 3-MFA, ACA, FFA, ekonazol,

Analogi endogennych ligandéw kanatu

8-bromo-ADPR, 8-bromo-cADPR, AMP

Inhibitory peptydowe

tat-M2NX

Czasteczki zidentyfikowane na podstawie

wysokowydajnych badan przesiewowych

Skalaradial, JNJ-28583113

Czasteczki zidentyfikowane na podstawie

screeningu wirtualnego

Pochodne 2,3-dihydroquinazolin-4 (1H)-onu

Przeciwciata anty-TRPM2 TM2E3
Alternatywne formy TRPM?2 TRPM2-S
Inhibitory PARP 3-AB, DPQ

Antyoksydanty

Melatonina, selen
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2. CEL PRACY

Celem pracy byta ocena znaczenia kanatu wapniowego TRPM2 w kontekscie
funkcjonowania i odpowiedzi komdrek srédbtonka na warunki stresu oksydacyjnego, jak
rowniez ocena mozliwosci potencjalnego wykorzystania inhibitorow TRPM2 i PARP w

prewencji i terapii choréb uktadu krazenia zwigzanych z dysfunkcjg srédbtonka.

W pierwszym etapie badan obnizono poziom TRPM2 w komérkach EA.hy926 z
wykorzystaniem siRNA przeciwko TRPM2, ktdre zostato wprowadzone do komoérek na drodze
elektroporacji metoda nukleofekcji. Stres oksydacyjny indukowano nadtlenkiem wodoru.
Pordwnano odpowiedZz komodrek transfekowanych i nietransfekowanych na dziatanie
nadtlenku wodoru przez 24 h w stezeniach wybranych na podstawie doniesien literaturowych
oraz wynikéw testu MTT. Rdznice w odpowiedzi komdrek na dziatanie nadtlenku wodoru
wobec ekspresji TRPM2 badano w zakresie: zywotnosci komérek, rodzaju indukowanej $mierci
komodrek, wewnatrzkomdrkowego poziomu jondw Ca?*, zdolnosci migracyjnych, poziomu i

lokalizacji biatek potgczeniowych oraz organizacji cytoszkieletu aktynowego.

W drugim etapie badan oceniono odpowiedZz komodrek linii EA.hy926 na stres
oksydacyjny wobec inhibitoréw TRPM2 (ACA oraz FFA) albo PARP (3-AB oraz DPQ). W tym celu
komorki byty poddane dziataniu inhibitoréw przez 30 min, a nastepnie hodowane w obecnosci
nadtlenku wodoru przez 24 h. OdpowiedZ komdrek na wybrane inhibitory TRPM2 albo PARP,
nadtlenek wodoru oraz kombinacje danego inhibitora i nadtlenku wodoru oceniono w
zakresie zywotnosci komorek, zmian w rozktadzie cyklu komdérkowego, rodzaju indukowanej

Smierci komdrek, potencjatu migracyjnego oraz lokalizacji i ekspresji wybranych biatek.

Przeprowadzone eksperymenty miaty na celu odpowiedzie¢ na nastepujace pytania

badawcze:

1. Jak indukcja stresu oksydacyjnego imitowana nadtlenkiem wodoru wptywa na
komoérki sSrédbtonka linii EA.hy9267?

2. Jakie znaczenie ma obnizenie poziomu btonowego kanatu wapniowego TRPM2 w
kontekscie funkcjonowania komérek linii EA.hy926?

3. Czy obnizenie poziomu TRPM2 wptywa na odpowiedZ komdrek srédbtonka na

dziatanie nadtlenku wodoru?
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Czy mozliwe jest zahamowanie aktywnosci TRPM2 poprzez zastosowanie
wybranych inhibitoréw kanatu lub inhibitoréw enzymu PARP?
Czy kanat TRPM2 moze by¢ rozwazany jako potencjalny cel terapeutyczny w

prewencji i leczeniu chordb, ktérych podtozem jest dysfunkcja srodbtonka?
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3. MATERIALY | METODY

3.1 Materiat badawczy i hodowla komérkowa

Materiatem wykorzystanym w badaniach byty modelowe komérki srodbtonka naczyn
krwionosnych linii EA.hy926 (ATCC, ang. American Type Culture Collection). Linia stanowi
hybryde komodrek $rédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC, ang. Human Umbilical Vein
Endothelial Cells) oraz komérek niedrobnokomdrkowego raka ptuca linii A549. Linie
komoérkowg zakupiono dwukrotnie, bezposrednio przed kazda z serii przeprowadzonych
badan. Komadrki byty hodowane zgodnie z wymaganiami okres$lonymi przez producenta, tj. w
medium hodowlanym Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; Lonza) z dodatkiem 10%
bydlecej surowicy ptodowej (FBS, ang. fetal bovine serum; Lonza) oraz 50 pug/ml gentamycyny
(Merck) z wykorzystaniem standardowych warunkéw hodowli (5% nasycenie CO;, 37°C, 95%
wilgotnos¢). Komodrki pasazowano w momencie osiggniecia 80% konfluencji poprzez
odklejenie od podfoza za pomocg 0,25% roztworu trypsyny z EDTA (Merck; 5 min, 37°C).
Nastepnie wysiewano je do odpowiednich naczyn hodowlanych, tj. ptytek 6-dotkowych (w
celu oceny cyklu komdrkowego, rodzaju indukowanej Smierci oraz migracji komarek), ptytek
12-dotkowych (w celu oceny rozktadu i ekspresji biatek metodami mikroskopowymi), szalek
Petriego (w celu oceny poziomu jonéw wapnia), butelek hodowlanych typu T o powierzchni
25 cm? (w celu oceny potranslacyjnej ekspresji biatek metodg Western Blot) lub 75 cm? (w celu
prowadzenia dalszej hodowli) w gestosciach zoptymalizowanych eksperymentalnie. W celu
zapewnienia powtarzalnosci wynikéw, komérki linii EA.hy926 utrzymywane byty w fazie
logarytmicznego wzrostu poprzez regularne pasazowanie (z zachowaniem limitu mozliwosci
wykorzystania komorek do 6 pasazu). Komorki regularnie testowano na obecno$¢ bakterii z
rodzaju Mycoplasma poprzez fluorescencyjne znakowanie DNA i ocene mikroskopowg. Na
kazdym etapie eksperymentéw potwierdzano ekspresje VE-kadheryny jako markera
charakterystycznego dla komédrek srédbtonka z wykorzystaniem immunofluorescencyjnego

znakowania biatka oraz mikroskopii fluorescencyjne;j.
3.2 Traktowanie komadrek

W celu imitacji warunkow stresu oksydacyjnego wykorzystano traktowanie komorek

nadtlenkiem wodoru przez 24 h. Komercyjnie przygotowany 30% (9,8 M) roztwdr nadtlenku
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wodoru w wodzie z dodatkiem stabilizatora (Merck) byt przechowywany w lodéwce oraz
chroniony przed S$wiattem, zgodnie z zaleceniami producenta. Bezposrednio przed
traktowaniem komodrek przygotowywano szereg rozcienczen poprzez zmieszanie 10 pl
perhydrolu oraz 990 ul wody destylowanej otrzymujgc roztwor I. Nastepnie 100 pl roztworu |
mieszano z 900 ul wody destylowanej otrzymujac roztwdr Il. Komérki bylty traktowane w
momencie osiggniecia okoto 90% konfluencji poprzez dodanie odpowiednich ilosci roztworu
Il do medium hodowlanego. Nastepnym krokiem bytfa inkubacja w standardowych warunkach
hodowlanych przez 24 h. W przypadku testu MTT wykorzystane stezenia nadtlenku wodoru
wynosity: 50, 100, 200, 400 oraz 800 uM. Do dalszych eksperymentéw wybrano najnizsze
stezenie, ktére powodowato istotne statystycznie zmiany w przezywalnosci komodrek

wzgledem nietraktowanej kontroli, tj. 100 uM.
W pierwszym etapie badan komérki zostaty podzielone na nastepujgce grupy:

1. K-—komorki nietransfekowane, ktore nie zostaty poddane dziataniu nadtlenku
wodoru,

2. 100 — komorki nietransfekowane, ktére zostaty poddane dziataniu 100 uM
nadtlenku wodoru na okres 24 h,

3. Kc — komorki transfekowane siRNA kontrolnym, ktére nie zostaty poddane
dziataniu nadtlenku wodoru,

4. 100c — komérki transfekowane siRNA kontrolnym, ktére zostaty poddane
dziataniu 100 uM nadtlenku wodoru przez okres 24 h,

5. Kt - komdrki transfekowane siRNA wobec TRPM2, ktére nie zostaty poddane
dziataniu nadtlenku wodoru,

6. 1001 — komorki transfekowane siRNA wobec TRPM2, ktore zostaty poddane

dziataniu 100 uM nadtlenku wodoru przez okres 24 h,

gdzie siRNA kontrolne stanowito siRNA o sekwencji niemajacej miejsc rozpoznania w ludzkim

mMRNA, natomiast siRNA wobec TRPM2 posiada miejsce wigzania w obrebie mRNA dla TRPM2.

W drugim etapie badarn zastosowano: (i) kwas flufenamowy (FFA) i kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy (ACA) jako inhibitory TRPM2 oraz (ii) 3-aminobenzamid (3-AB) i
3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon (DPQ) jako inhibitory PARP
(wszystkie zakupiono z Targetmol). Po selekcji zwigzkdw i ich stezen na podstawie testu MTT,

komorki zostaty podzielone na nastepujgce grupy:

41



1. K- komorki kontrolne, ktére hodowano w medium hodowlanym bez dodatku
inhibitoréw oraz nadtlenku wodoru,

ACA — komorki, ktore zostaty poddane dziataniu 10 uM ACA przez okres 24 h,
DPQ — komorki, ktére zostaty poddane dziataniu 1 uM DPQ przez okres 24 h,
FFA - komorki, ktére zostaty poddane dziataniu 50 uM FFA przez okres 24 h,

ook w N

ACA + 100 H,0, — komorki, ktdre zostaty poddane dziataniu 10 uM ACA przez
30 min, a nastepnie hodowane dodatkowo w obecnosci 100 uM nadtlenku
wodoru przez okres 24 h,

6. DPQ+ 100 H;0; — komorki, ktére zostaty poddane dziataniu 1 uM DPQ przez 30
min, a nastepnie hodowane dodatkowo w obecnosci 100 uM nadtlenku
wodoru przez okres 24 h,

7. FFA +100 H;0; — komorki, ktére zostaty poddane dziataniu 50 uM FFA przez 30
min, a nastepnie hodowane dodatkowo w obecnosci 100 uM nadtlenku
wodoru przez okres 24 h,

8. H20; — komorki, ktore zostaty poddane dziataniu 100 uM nadtlenku wodoru

przez okres 24 h.

Stezenia wszystkich substancji wybrano na podstawie dostepnych danych

literaturowych. Sposdb przygotowania roztwordéw inhibitoréw przedstawiono w Tabeli Il.
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Tabela Il. Sposdb przygotowania roztwordw wykorzystanych w badaniach inhibitorow kanatu

TRPM2 albo enzymu PARP.

Typ Rodzaj Stezenie
Roztwor | Roztwor Il
inhibitora  inhibitora koncowe
100 mg 10 pL Roztwoér | + 990
ACA rozpuszczonew 1 ml plL woda destylowana 10 albo 20 uM
g S DMSO (296 mM) (296 uM)
§ % 28 mg rozpuszczone 100 pL Roztwor | + 900
£ 50 albo 100
FFA w 1 ml DMSO (100 puL woda destylowana
uM
mM) (10 mMm)
500 mg
3-AB rozpuszczone w 20 BRAK 2,5 albo 5 mM
S . mL DMSO (184 mM)
2
ﬁ = 1 mg rozpuszczony w 100 plL Roztwér | + 900
£ 1albo 10
DPQ 1 mLDMSO (3,3 pL woda destylowana
UM

mM) (660 uM)

43



3.3 Transfekcja

W celu obnizenia poziomu ekspresji btonowego kanatu wapniowego TRPM2 do
modelowych komoérek srédbtonka linii EA.hy926 wprowadzono siRNA przeciwko TRPM?2
(SantaCruz Biotechnology, nr kat. sc-42674, Lot 11721) na drodze elektroporacji metoda
nukleofekcji. Roztwoér siRNA przygotowano poprzez rozpuszczenie 3,3 nmol liofilizowanego
siRNA w 330 pL wody destylowanej wolnej od RNAz, zgodnie z instrukcjg dostarczong przez
producenta. Po rozpuszczeniu i w okresach pomiedzy transfekcjami roztwor przechowywany
byt w zamrazarce (-20°C) z unikaniem dtugich cykli rozmrazania i ponownego zamrazania.
Transfekcje wykonywano z wykorzystaniem nukleofektora 4D-Nucleofector (Lonza) oraz
dedykowanego dla komédrek EA.hy926 zestawu SE Cell Line 4D-Nucleofector® X kit (Lonza). W
celu przeprowadzenia transfekcji, komérki najpierw odklejono z naczynia hodowlanego,
policzono, a nastepnie 1x10° komérek zawieszono w mieszaninie ztozonej z 82 ul SE Cell Line
Nucleofector™ Solution, 12 pl odczynnika Supplement 1 oraz 5 pl 10 uM roztworu siRNA. llo$é
roztworu siRNA zostata dobrana eksperymentalnie z zakresu 1-10 pl sugerowanego przez
producenta. Dedykowane kuwetki elektroporacyjne, po przelaniu do nich zawiesiny komorek,
zostaty umieszczone w nukleofektorze. Elektroporacje przeprowadzono za posrednictwem
programu DS 120, ktéry zostat wybrany na podstawie wczesniejszych eksperymentow w celu
uzyskania jak najwyzszej efektywnosci transfekcji oraz zywotnosci komérek EA.hy926. Po
nukleofekcji, do kazdej z kuwetek elektroporacyjnych dodawane byto po 500 ul wczesniej
ogrzanego medium wzrostowego, po czym komarki byty wysiewane do naczyn hodowlanych,
w gestosci zaleznej od typu zaplanowanego eksperymentu. Po 24 h od nukleofekcji,
komérkom wymieniano medium hodowlane, zgodnie z metodykg okreslong przez
producenta. W celu oceny wptywu procesu transfekcji na komérki, wykorzystano kontrolne
siRNA o sekwencji niemajgcej miejsc rozpoznania w ludzkich mRNA (SantaCruz Biotechnology,
nr kat. sc-37007, Lot H202021). Transfekcja komodrek siRNA kontrolnym przebiegata zgodnie
ze schematem opisanym powyzej. Efektywnos¢ procesu transfekcji oceniono na podstawie
fluorescencji biatka GFP w komadrkach EA.hy926, do ktérych wprowadzono wektor kontrolny

pmaxGFP bedgcy czescig zestawu do nukleofekgji.
3.4 Test cytotoksycznosci MTT
W celu zbadania przezywalnosci komorek nietransfekowanych, transfekowanych

SiRNA przeciwko TRPM2 oraz transfekowanych siRNA kontrolnym w odpowiedzi na
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wzrastajgce dawki nadtlenku wodoru zastosowano test MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
yl)-difenylotetrazolowy, sdél tetrazolowa). Roztwér podstawowy soli MTT (Merck)
przygotowano poprzez rozpuszczenie 5 mg odczynnika w 1 ml buforu fosforanowego (PBS,
ang. phosphate buffered saline). Po catkowitym rozpuszczeniu substancji, ciecz zostatfa
przefiltrowana przez filtr strzykawkowy z porami o $rednicy 0,2 um (Florham Park). Roztwor
przechowywano w temperaturze 4°C, chronigc go od S$wiatta. Roztwdr roboczy soli
tetrazolowej przygotowywano bezposrednio przed jego dodaniem do komédrek poprzez
rozcienczenie go w stosunku 1 do 9 w medium wzrostowym DMEM pozbawionym czerwieni

fenolowe;j.

W pierwszej fazie eksperymentédw, komorki wszystkich trzech badanych grup
(nietransfekowane, transfekowane siRNA kontrolnym oraz transfekowane siRNA wobec
TRPM2) wysiano na ptytki 24-dotkowe (BD Falcon) w ilosci 0,06x10° komdrek. Po osiggnieciu
90% konfluencji (okoto 24 h od wysiania) komérki potraktowano nadtlenkiem wodoru w
stezeniach 50, 100, 200, 400 oraz 800 uM przez okres 24 h. Podobnie, dla eksperymentéw
drugiej fazy badan (z wykorzystaniem inhibitoréw TRPM2 i PARP) komorki linii EA.hy926
wysiano na ptytki 24-dotkowe w iloéci 0,06x10° komdrek na dotek. Po uptywie doby, komérki
potraktowano wybranymi inhibitorami przez 30 min, a nastepnie 50, 100, 200, 400 oraz 800
UM nadtlenkiem wodoru na okres 24 h. Kontrole stanowity komérki hodowane w obecnosci

samego nadtlenku wodoru albo w obecnosci odpowiednich inhibitoréw TRPM2 i PARP.

Po zakonczeniu hodowli komdrek wobec badanych zwigzkéw i ich kombinacji, komérki
przeptukano dwukrotnie PBS, a nastepnie dodano $wiezo przygotowany roztwér roboczy soli
MTT. Kolejnym krokiem byta inkubacja w standardowych warunkach hodowlanych przez 3 h
(37°C, 5% COy, 95%). Krysztaty formazanu, ktére powstaty w wyniku redukcji soli MTT przez
zywe komorki, rozpuszczono poprzez dodanie 1 mlizopropanolu (POCH S.A.) do kazdego dotka
ptytki hodowlanej oraz inkubacje w ciemnosci (10 min, 37°C). Absorbancje mierzono przy
uzyciu czytnika ptytek BioTek 800TS Microplate (Agilent) przy dtugosci fali 570 nm. Zywotno$¢
komodrek niepoddanych dziataniu zadnego zwigzku przyjeto jako 100%. Cato$é procedury
zostata powtdrzona 6-krotnie, z zachowaniem tej samej ilosci komdrek oraz identycznych

warunkéw hodowlanych.
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3.5 Cytometryczna ocena indukowanej Smierci komaérek

W celu przeprowadzenia cytometrycznej oceny rodzaju indukowanej Smierci, komorki
linii EA.hy926 wysiano na ptytke 12-dotkowg w ilosci 0,12x10° na dotek. Po osiggnieciu 90%
konfluencji, komérki potraktowano wybranymi zwigzkami zgodnie z opisem przedstawionym
w rozdziale 3.2 Traktowanie komdrek. Nastepnie, komorki przeptukano dwukrotnie PBS i
odklejono przy pomocy trypsyny (5 min, 37°C). Trypsyne neutralizowano za pomocg medium,
w ktérym wczesniej wzrastaty komorki danej grupy badanej. Probki odwirowano przy 400 g
przez 7 min, usunieto supernatant, a komorki zawieszono w 100 pul ABB (ang. Annexin-Binding
Buffer). Zgodnie z instrukcjg dotgczong przez producenta, do kazdej z probek dodano 5 pl AV-
Alexa Fluor 488 oraz 1 pl jodku propidyny (Pl, ang. propidium iodide; Thermo Fisher Scientific)
oraz intensywnie wymieszano przy uzyciu worteksu. Wszystkie prébki inkubowano w
ciemnosci przez okres 10 min. Poziom fluorescencji Alexa Fluor 488 i Pl zmierzono przy
pomocy cytometru Guava EasyCyte 6HT-2L (Merck). Wygenerowane pliki FCS zostaty
przeanalizowane z uzyciem InCyte Software 3.3 (Merck). Eksperyment wykonano w 6

niezaleznych powtdérzeniach.
3.6 Cytometryczna ocena rozktadu faz cyklu komérkowego

Celem oceny rozktadu faz cyklu komérkowego, komérki linii EA.hy926 wysiano na
ptytki 12-dotkowe w ilosci 0,12x10° na dotek. Po osiggnieciu 90% konfluencji, komorki
potraktowano wybranymi zwigzkami zgodnie z opisem przedstawionym w rozdziale 3.2
Traktowanie komdrek. Po uptywie 24 h, komdrki odklejono uzywajac trypsyny (5 min, 37°C).
Trypsyne neutralizowano za pomocg medium, w ktérym wczesniej wzrastaty komoérki danej
grupy badanej. Prébki odwirowano przy 400 g przez 7 min, usunieto supernatant z
zachowaniem okoto 0,5 ml. Komérki zawieszono w pozostatym medium, do ktérego powoli
dodano 1 ml zimnego 70% etanolu mieszajac probki przy uzyciu worteksu. Tak przygotowane
proby zostaty natychmiast przeniesione do lodu, a nastepnie do zamrazarki (-20°C) na co
najmniej 24 h, w celu doktadnego utrwalenia i permeabilizacji bton komérkowych. Nastepnie
komoérki odwirowano (650 g, 5 min, RT), alkohol usunieto, a do préb dodano 1 ml PBS w celu
obnizenia stezenia resztek etanolu. Komorki zwirowano ponownie (500 g, 7 min, RT) po czym
usunieto supernatant, a komorki zawieszono w 300 ul FxCycle™ PI/RNase Staining Solution
(Life Technologies; Thermo Fisher Scientific). Po doktadnym wymieszaniu wszystkich préb przy

uzyciu worteksu oraz 30 min inkubacji w ciemnosci, fluorescencje mierzono za pomocga
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cytometru Guava EasyCyte 6HT-2L (Merck). Wygenerowane pliki FCS zostaty przeanalizowane
z uzyciem InCyte Software 3.3 (Merck) oraz programu FlowJo 10 (FlowJo LLC). Eksperyment

wykonano w 6 niezaleznych powtdrzeniach.
3.7 Pomiar poziomu jonéw wapnia

W celu oceny czy traktowanie komdérek linii EA.hy926 nadtlenkiem wodoru skutkuje
wzrostem wewngtrzkomérkowego poziomu jonédw Ca?* oraz czy obnizenie poziomu
btonowego kanatu wapniowego TRPM2 wptywa na ten proces, wykorzystano wskaznik
poziomu jondw Ca®* — X-Rhod-1 (Thermo Fisher Scientific). Zwigzek ten wykazuje
fluorescencje w zakresie dtugosci fali charakterystycznej dla koloru czerwonego, ktéra wzrasta

okoto 100-krotnie w momencie zwigzania jonéw Ca?*.

Przygotowanie wskaznika przeprowadzono zgodnie z instrukcjg dotgczong do zestawu.
Do probdéwki zawierajacej 50 ug wkaznika jonéw Ca?* X-Rhod-1 dodano 1 ml DMSO w celu
uzyskania koricowego stezenia 5 mM. Roztwér roboczy przygotowywano przed wykonaniem
serii eksperymentow, a nastepnie przechowywano przez maksymalnie 7 dni w zamrazarce (-
20°C), chronigc od $wiatta. Ze wzgledu na mozliwg degradacje odczynnika po uptywie tego

terminu fiolke z indykatorem poddawano utylizacji.

Komorki linii EA.hy926 z endogennym oraz obnizonym poziomem ekspresji TRPM2
wysiano na szalki Petriego o $rednicy 4,5 cm w ilosci 0,5x10°. Po uzyskaniu okoto 90%
konfluencji, komorki zostaty dwukrotnie przeptukane PBS. Przez wzglad na witasciwosci
fluorescencyjne, komérki zostaty umieszczone w medium hodowlanym DMEM pozbawionym
czerwieni fenolowej. Nastepnie, do medium dodano odpowiednie ilosci roztworu roboczego
X-Rhod-1. W procesie optymalizacji sprawdzono zakres stezer wskaznika jonéw Ca?* wskazany
przez producenta (1-5 uM) oraz rdézne czasy inkubacji (30-60 min). Ze wzgledu na wrazliwos¢
komorek linii EA.hy926 na zmiany temperatury, inkubacje prowadzono w 37°C. Do dalszych
eksperymentéw wybrano najnizsze stezenie wskaznika poziomu jondéw Ca?*, dla ktérego
uzyskano pozytywny wynik reakgcji, tj. 4 uM oraz czas inkubacji wynoszgcy 60 min. Nadmiar
barwnika usunieto poprzez dwukrotne dodanie i usuniecie medium hodowlanego DMEM
pozbawionego czerwieni fenolowej. W celu osiggniecia petnej deestryfikacji wskaznika
poziomu Ca?*, komorki byty inkubowane przez kolejne 30 min w medium hodowlanym DMEM
pozbawionym czerwieni fenolowej z zachowaniem temperatury 37°C. Nastepnie, pojedyncza

szalka byta umieszczana w komorze odwrdconego zmotoryzowanego mikroskopu Axio
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Observer Z1 (Zeiss) wyposazonego w system inkubacji do obrazowania zywych komodrek
(PeCon). Zdjecia wykonano z maksymalng czestotliwoscig z wykorzystaniem obiektywu Zeiss
EC Plan-Neofluar x 10/0.30 Ph1, kamery mono Axiocam 503 i oprogramowania ZEN 2
(wszystkie firmy Zeiss). Po wykonaniu serii kilku zdje¢, do szalki dodano wodny roztwor
nadtlenku wodoru, do uzyskania koncowego stezenia 100 uM. Serie zdje¢ kontrastowo-
fazowych oraz fluorescencyjnych dla kanatu czerwonego, postuzyty do pomiaru intensywnosci
fluorescencji, ktéra odzwierciedlata wewnatrzkomdérkowy poziom jondéw Ca?*. Eksperyment

wykonano w 4 niezaleznych powtdrzeniach.
3.8 Test migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego

Pierwszym z testdw oceniajgcych potencjat migracyjny komorek byt test migracji
komodrek wobec srodowiska chemoatrakcyjnego przy wykorzystaniu insertdw z membrang o
srednicy poréow 3 um. Komorki linii EA.hy926 wysiano na ptytkach 12-dotkowych w ilosci
0,12x10°8 na dotek. Po osiggnieciu okoto 90% konfluencji, komérki potraktowano zgodnie ze
schematem przedstawionym w rozdziale 3.2 Traktowanie komdrek. Po uptywie 24 h, komérki
odklejono od dna naczynia hodowlanego przy uzyciu trypsyny zgodnie z metodyka
przedstawiong w rozdziale 3.1 Materiat badawczy i hodowla komérkowa. Nastepnie 0,1x10°
komodrek zawieszono w medium hodowlanym DMEM z dodatkiem 1% FBS. Do kazdej ze
studzienek ptytki 24-dotkowej dodano DMEM suplementowane 20% FBS w roli
chemoatraktantu. Nastepnie, na krawedziach dotkéw zawieszono plastikowe inserty
zakonczone perforowang membrang o porach srednicy 3 um (Lonza), a ich gérne komory
wypetniono przygotowang wczeséniej zawiesing komadrek. Po 24 h inkubacji w standardowych
warunkach hodowlanych, komaérki na membranie insertéw zostaty utrwalone w 4% roztworze
paraformaldehydu (PFA, ang. paraformaldehyde; Sigma-Aldrich) w PBS (20 min, RT).
Nastepnie, resztki utrwalacza doktadnie wyptukano PBS (3 x 5 min). Komdrki wybarwiono w
0,4% alkoholowym roztworze fioletu krystalicznego przez 5 min. Nadmiar barwnika usunieto
poprzez delikatne zanurzanie insertow w PBS do momentu, kiedy po ponownym zanurzeniu
bufor pozostawat bezbarwny. Komérki, ktére nie byty w stanie przedostac sie przez pory
membrany zostaly usuniete poprzez doktadne wyczyszczenie wewnetrznej powierzchni
membrany bawetnianym patyczkiem higienicznym. Komorki, ktére znalazty sie po zewnetrznej
stronie membrany zostaty sfotografowane przy uzyciu mikroskopu swietlnego Eclipse ES800

wyposazonego w obiektyw Plan Fluor x 10/0.30, aparat DS-5Mc-U1 i NIS-Elements 3.30
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(wszystkie firmy Nikon). Zdjecia wykonywano w 10 losowo wybranych punktach kazdego z
insertéw. Eksperyment wykonano w 6 niezaleznych powtdérzeniach. Komérki zostaty zliczone

przy uzyciu programu ImageJ 1.51w (National Institutes of Health).
3.9 Test gojenia sie ran

W celu oceny potencjatu migracyjnego komorek linii EA.hy926, zastosowano réwniez
test ,,gojenia sie ran”, ktéry rozpoczeto od wysiania komorek na ptytke 6-dotkowa w ilosci
0,5x10° komdrek na dotek. Po osiggnieciu blisko 100% konfluencji w monowarstwie
komodrkowej wykonano rane z wykorzystaniem sterylnej konncéwki do pipety 10 — 100 pl. Dotki
dwukrotnie przeptukano cieptym PBS. Nastepnie komdrki potraktowano wybranymi
substancjami zgodnie ze schematem przedstawionym w rozdziale 3.2 Traktowanie komdrek.
Tak przygotowang ptytke umieszczono w komorze odwrdconego zmotoryzowanego
mikroskopu Axio Observer Z1 (Zeiss) wyposazonego w system inkubacji do obrazowania
zywych komorek (PeCon). Zdjecia wykonano z wykorzystaniem obiektywu Zeiss EC Plan-
Neofluar x 10/0.30 Ph1, kamery mono Axiocam 503 i oprogramowania ZEN 2 (wszystkie firmy
Zeiss). Zdjecia zarastajacej przestrzeni byty wykonywane automatycznie co 10 min przez okres
36 h. Proces zamykania rany analizowano za pomocg programu Image) 1.51w (National

Institutes of Health). Eksperyment wykonano w 6 niezaleznych powtdérzeniach.
3.10 Przeciwciata uzyte w badaniach

Immunofluorescencyjne znakowanie biatek oraz potranslacyjng ocene ich ekspres;ji
metodg Western Blot wykonywano technika posrednig z uzyciem odpowiednich przeciwciat
pierwszo- i drugorzedowych. Rodzaje przeciwciat, producentéw, numery katalogowe i

zastosowane rozcienczenia przedstawiono w Tabeli llI.
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Tabela Ill. Charakterystyka przeciwciat wykorzystanych w badaniach.

Przeciwciata pierwszorzedowe

Cel Numer Gatunek Rodzaj
Producent Rozcienczenie
molekularny katalogowy gospodarza przeciwciata
VE- o IF 1:100
= PA5-19612 Krolik Poliklonalne
kadheryna o WB 1:1000
E
Z0-1 E 33-9100 Mysz Monoklonalne IF 1:100
2
e IF 1:100
B-katenina o 13-8400 Mysz Monoklonalne
= WB 1:1000
Przeciwciata drugorzedowe
Numer Gatunek Czesteczka
Rodzaj Producent Rozcienczenie
katalogowy  gospodarza skonjugowana
Alexa Fluor
Anty-mysie A11005 Koza
594
Alexa Fluor
Anty-mysie A11029 Koza
2 488 S
g=] N
IS Alexa Fluor -
Anty-krodlicze Q A11008 Koza =
C 488
(]
S
i Alexa Fluor
Anty-krolicze o A21207 Osiot
£ 594
(]
<
|_
Anty-mysie 31430 Koza HRP S
g
i
Anty-krolicze 31460 Koza HRP g
IF — immunofluorescencja, WB — Western Blot, HRP — peroksydaza chrzanowa (ang.

horseradish peroxidase)
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3.11 Fluorescencyjne znakowanie biatek

W celu fluorescencyjnego znakowania wybranych biatek lub cytoszkieletu aktynowego,
komorki linii EA.hy926 wysiano na ptytki 12-dotkowe w ilosci 0,12x10° komdrek na dotek.
Przed dodaniem zawiesiny komérek, na dnie kazdego z dotkdw umieszczono szkietko
nakrywkowe. Po osiggnieciu 90% konfluencji, komorki traktowano wybranymi zwigzkami
zgodnie ze schematem przedstawionym w rozdziale 3.2 Traktowanie komdrek. Po uptywie 24
h, komérki utrwalono za pomoca cieptego 4% PFA w PBS (20 min, RT). Nastepnie, PFA
usunieto, a komorki przeptukano PBS (3 x 5 min) w celu minimalizacji stezenia utrwalacza. Tak
przygotowany materiat przechowywano w lodéwce do momentu przeprowadzenia dalszych

etapow procedury.

Kolejnym krokiem fluorescencyjnego znakowania biatek lub cytoszkieletu aktynowego
byta permeablizacja bton komdrkowych w celu umozliwienia penetracji przeciwciat lub
falloidyny do wnetrza komérki. Do tego celu wykorzystano 0,25% roztwdr detergentu Triton-
X 100 (Serva) w PBS (5 min, RT). Po przeptukaniu za pomocg buforu PBS (3 x 5 min, RT), miejsca
niespecyficznych wigzan przeciwciat blokowano poprzez inkubacje komérek w 4% roztworze
albuminy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albumin, Sigma-Aldrich). Po uptywie 60 min,
komorki inkubowano z roztworami wybranych przeciwciat pierwszorzedowych w BSA przez
kolejne 60 min. Po tak przeprowadzonej inkubacji, przeciwciata niezwigzane z celem
molekularnym usunieto poprzez ptukanie komérek w PBS (3 x 5 min, RT). Nastepnie, komorki
inkubowano z odpowiednim przeciwciatem drugorzedowym rozcieficzonym w PBS przez 60
min. Charakterystyka oraz rozcienczenia przeciwciat uzytych w trakcie fluorescencyjnego
znakowania biatek zostaty ujete w Tabeli lll. Niezwigzane przeciwciata ponownie usunieto
poprzez ptukanie komodrek w PBS (3 x 5 min). Znakowanie cytoszkieletu aktynowego
przeprowadzono z uzyciem falloidyny skonjugowanej z fluorochromem o Swietle emisji w
zakresie Swiatta czerwonego (Alexa Fluor™ 594 Phalloidin, Thermo Fisher Scientific) lub
zielonego (Alexa Fluor™ 488 Phalloidin, Thermo Fisher Scientific), w zaleznosci od emisji
Swietlnej fluorochromu skonjugowanego z przeciwciatem drugorzedowym na wczesniejszych
etapach procedury. Falloidyne rozciericzono 1:40 w PBS oraz inkubowano z komdérkami przez
20 min. Po przeptukaniu komdrek PBS (3 x 5 min), jadra komodrkowe wyznakowano poprzez
inkubacje w obecnosci 4’,6-diamidyno-2-fenyloindolu (DAPI, Sigma-Aldrich, 10 min, RT)

rozcieiczonym 1:20 000 w wodzie destylowanej. Po przeptukaniu komorek PBS (3 x 5 min),
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preparaty zamknieto za pomocg Aqua Poly/Mount (Polysiences). Obserwacje preparatéow
przeprowadzono przy uzyciu laserowego skaningowego mikroskopu konfokalnego C1 przy
uzyciu obiektywu olejowego Plan VC Apo x 60/1.4 lub Plan VC Apo x 100/1.4 i
oprogramowania EZ-C1 3.80 (wszystkie firmy Nikon). Do wzbudzenia emisji DAPI, Alexa Fluor
488 i Alexa Fluor 594 wykorzystano diodowy laser 408 nm i filtr emisyjny 450/35, diodowy
laser 488 nm i filtr emisyjny 515/30 oraz He—Ne laser 543 nm i filtr emisyjny 650LP. Wszystkie
obrazy konfokalne znakowanych biatek zostaty uzyskane z wykorzystaniem identycznych
ustawien w zakresie mocy lasera, szybkosci zbierania pikseli i wzmocnienia sygnatu.
Wzmocnienie zostalo ustawione dla optymalnej widocznosci okreslonych biatek i
minimalnego sygnatu pochodzacego od tfa prébki. Fluorescencyjne znakowanie kazdego z

biatek wykonano w 3 niezaleznych powtdérzeniach.
3.12 Western Blot

W celu przeprowadzenia potilosciowej analizy potranslacyjnej ekspresji biatek metoda
Western Blot, komdrki EA.hy926 wysiano na butelki hodowlane (BD Falcon) w ilo$ci 1x108. Po
osiggnieciu 90% konfluencji, do butelek dodano wybrane substancje zgodnie ze schematem
opisanym w rozdziale 3.2 Traktowanie komdrek. Po uptywie 24 h medium hodowlane zostato
usuniete, a komorki dwukrotnie przeptukane cieptym PBS. Nastepnie butelki umieszczono na
lodzie w celu spowolnienia procesu degradacji biatek i do kazdej z nich dodano mieszanine
sktadajacg sie z 100 ul buforu RIPA (Merck), 3 ul inhibitoréw proteaz, 3 pl inhibitoréw fosfataz
(oba z Thermo Fisher Scientific) i 194 ul wody destylowanej. Po 10 min inkubacji, komaérki
mechanicznie oderwano od powierzchni hodowlanej za pomocg przeznaczonych do tego celu
skrobaczek. Tak przygotowane lizaty przeniesiono do probdowek typu eppendorf i poddano
klaryfikacji poprzez odwirowanie (10 000 g, 4°C, 15 min). Osad zawierajacy resztki struktur
komodrkowych oraz frakcje jadrowg biatek odrzucono, a supernatant przeniesiono do czystych
probdéwek. llos¢ biatka catkowitego w kazdej z préb mierzono w oparciu o BCA Protein Assay
(Thermo Fisher Scientific) zgodnie z instrukcjg producenta zestawu. Po wykonaniu szeregu
rozciericzen albuminy, przeprowadzono ocene spektrofotometryczng za pomocg czytnika
ptytek BioTek 800TS Microplate (Agilent). Na podstawie uzyskanych wynikéw wykreslono
krzywg wzorcowg. Podstawienie wartosci absorbancji, ktorg wykazywaty badane préby
pozwolito na okreslenie i ujednolicenie ilosci biatka dodawanego do kazdej ze studzienek zelu

elektroforetycznego. Pomiedzy analizami lizaty komérkowe byly przechowywane w
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temperaturze -80°C. Do elektroforetycznego rozdziatu biatek przygotowano mieszanine
ztozong z objetosci prébki zawierajacej 20 pg catkowitego biatka, odczynnika redukujgcego
NuPAGE oraz SDS-TRIS glycine (oba z Thermo Fisher Scientific). Denaturacje biatka
przeprowadzono w temperaturze 75°C (2 min). Tak przygotowane prébki umieszczono w
studzienkach poliakrylamidowego Zzelu elektroforetycznego 4-12% NuPAGE Bis-Tris Gel
(Novex/Life Technologies; Thermo Fisher Scientific). Elektroforeze prowadzono przez 35 min
przy napieciu 220-225 V z wykorzystaniem buforu Tris Glycine Run Buffer (Invitrogen, Life
Technologies) oraz aparatu XCell SureLock Mini-Cell (Invitrogen, Life Technologies). Po
elektroforetycznym  rozdziale, biatka zostaly przetransferowane na membrane
nitrocelulozowq za pomocg zestawu do suchego transferu iBlot (Invitrogen, Life Technologies).
Transfer biatka na membrany potwierdzono przy pomocy niespecyficznego i odwracalnego
barwienia Ponceau S (Thermo Fisher Scientific). Po doktadnym wyptukaniu barwnika przy
uzyciu wody destylowanej, membrany inkubowano z roztworami odpowiednich przeciwciat
pierwszo- i drugorzedowych (16 h, 4°C) w aparacie iBind Flex Western Blot System (Thermo
Fisher Scientific) w rozciefczeniach przedstawionych w Tabeli lll. Wizualizacji prazkéw
dokonano przy uzyciu SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (Thermo
Fisher Scientific) oraz aparatu ChemiDoc (Bio-Rad). Uzyskane zdjecia prgzkéw analizowano
densytometrycznie z wykorzystaniem Image) 1.51w (National Institutes of Health). Dla

kazdego z biatek wykonano 3 niezalezne powtdrzenia eksperymentu.
3.13 Analiza statystyczna wynikéw

Statystyczne opracowanie wynikdw wykonano przy uzyciu oprogramowania GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software). Wartosci p < 0,05 zostaty uznane jako istotne statystycznie.
Istotnosci statystyczne wskazane na wykresach oznaczono w nastepujgcy sposéb: * p < 0.05;
** p<0.01; *** p<0.001; **** p < 0.0001. Wyniki przedstawiono jako srednig + odchylenie
standardowe. Test Shapiro-Wilka zostat wykorzystany do sprawdzenia zgodnosci rozktadu
uzyskanych wartosci z rozktadem normalnym. W przypadku testu MTT wykorzystano test
Wilcoxona, ktory pozwolit na poréwnanie wartosci uzyskanych dla préb badanych wzgledem
proby kontrolnej, ktdrej absorbancje przyjeto jako 100% zywotnosci komorek. W celu
poréwnania réznic miedzy kontrolg a komdrkami potraktowanymi wybranymi zwigzkami
zastosowano nieparametryczny test Kruskal-Wallis z poprawkg Dunn’a. Z kolei w przypadku

poréwnywania ze sobg grup komdrek nietransfekowanych, transfekowanych siRNA
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kontrolnym lub transfekowanych siRNA wobec TRPM2 zastosowano dwukierunkowy test
ANOVA z uwzglednieniem wielokrotnych poréwnan. Podobnie, w czesci badan z
zastosowaniem inhibitorow TRPM2 albo PARP, w celu wyznaczenia istotnosci roznic pomiedzy
poszczegdlnymi grupami, wykorzystano dwukierunkowy test ANOVA z uwzglednieniem
wielokrotnych poréwnan lub nieparametryczny test Kruskal-Wallis z poprawkg Dunn’a w

przypadku poréwnywania grup badanych z nietraktowana kontrolg.
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4. WYNIKI

4.1 Obnizenie poziomu TRPM2 z wykorzystaniem siRNA

4.1.1 Ocena efektywnosci transfekcji komodrek z wykorzystaniem elektroporacji metoda
nukleofekcji

siRNA wobec TRPM2 zostato wprowadzone do komérek EA.hy926 z wykorzystaniem
elektroporacji metodg nukleofekcji. Na podstawie oceny efektywnosci transfekcji oraz zmian
w morfologii komérek EA.hy926 zastosowano program oznaczony jako DS 120. W celu
potwierdzenia efektywnosci transfekcji do komérek wprowadzono plazmid pmaxGFP. Jako
kontrole wobec zmian morfologicznych po procedurze elektroporacji zastosowano komaorki
nietransfekowane. Po uptywie 24 h, komérki sfotografowano przyzyciowo z wykorzystaniem
techniki mikroskopii kontrastowo-fazowej oraz fluorescencyjnej. Parametry akwizycji obrazéw
ustawiono tak, aby w komérkach nietransfekowanych zielona autofluorescenzja nie byfa
widoczna. W przypadku komdrek transfekowanych pmaxGFP zdecydowana wiekszos¢ z nich
charakteryzowata sie zielong fluorescencjg. Z 3 niezaleznych preparatéw wykonano po 10
zdje¢ z losowych pdl. Nastepnie zliczono catkowitg ilos¢ komodrek oraz ilos¢ komodrek
charakteryzujgcych sie pozytywnym sygnatem dla GFP. Otrzymane dane pozwolity ocenié
efektywnos$¢ transfekcji na poziomie 84,79%. Reprezentatywne zdjecie przedstawiajgce

komorki transfekowane pmaxGFP z uzyciem programu DS 120 przedstawiono na Rycinie 5.
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Rycina 5. Ekspresja GFP w komdrkach EA.hy926 transfekowanych wektorem pmaxGFP. Bar =

100 um. GFP — biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescence protein).
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4.1.2 Ocena zywotnosci komorek

Test MTT wykonano w celu oceny cytotoksycznego dziatania nadtlenku wodoru na
komorki $rédbtonka linii EA.hy926. Wyniki wskazujg, ze traktowanie nadtlenkiem wodoru
komodrek nietransfekowanych przez 24 h prowadzi do spadku przezywalnosci komorek w
sposob zalezny od stezenia substancji. W przypadku stezen 50, 100, 200, 400 oraz 800 uM
nadtlenku wodoru, zaobserwowano obnizenie przezywalnosci do odpowiednio 90, 79, 67, 53
i 22% w porédwnaniu do kontroli, ktéra wyznaczyta teoretyczng wartos¢ petnej zywotnosci
komérek. Obserwowane rdznice w zywotnosci komédrek byty istotne statystycznie w
poréwnaniu do nietraktowanej kontroli dla stezedn od 100 uM i wyzszych. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku komdrek transfekowanych siRNA kontrolnym. Co wiecej, nie
wykazano znaczacych rdéznic w oddziatywaniu nadtlenku wodoru pomiedzy komadrkami
nietransfekowanymi a transfekowanymi siRNA kontrolnym. Stad nalezy stwierdzié, ze
metodologia procesu transfekcji nie wptywa na odpowiedz komédrek na dziatanie nadtlenku
wodoru. Natomiast po obnizeniu poziomu TRPM2 zaobserwowano znacznie ograniczong
odpowiedz komérek na dziatanie nadtlenku wodoru. Na postawie wynikéw testu MTT do
dalszej czesci eksperymentéw wybrano 100 uM nadtlenek wodoru. Byto to najnizsze stezenie,
dla ktérego zaobserwowano statystycznie istotng réznice w przezywalnosci w stosunku do

kontroli. Wyniki testu MTT przedstawiono na Rycinie 6.
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Rycina 6. Zmiana zywotnosci komdrek linii EA.hy926 hodowanych w obecnosci nadtlenku

wodoru. Wyniki przedstawiono jako $rednia

+

odchylenie standardowe. Na Rycinie

zaznaczono statystycznie istotne réznice wzgledem nietraktowanych komdrek kontrolnych,

ktdre wyznaczyty teoretyczng wartosé¢ 100% zywotnosci. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;

**%* p < 0.0001. CTRL siRNA — komorki transfekowane siRNA kontrolnym, NT — komarki

nietransfekowane, TRPM2 siRNA — komorki z obnizonym poziomem TRPM?2.
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4.1.3 Ocena rodzaju indukowanej Smierci

Analiza Smierci komodrek z wykorzystaniem podwdjnego barwienia AV/PI wykazata, ze
obserwowany spadek przezywalnosci komdérek nietransfekowanych oraz transfekowanych
siRNA kontrolnym po traktowaniu nadtlenkiem wodoru byt spowodowany gtéwnie Smiercia
na drodze apoptozy. W przypadku obu wymienionych grup po 24 h od momentu dodania
nadtlenku wodoru obserwowano statystycznie istotne obnizenie odsetka komérek zywych (
94,64 vs. 74,62% dla nietransfekowanych oraz 94,99 vs. 75,82% dla transfekowanych siRNA
kontrolnym) przy jednoczesnym wzroscie dla komdrek pdznoapoptotycznych w poréwnaniu
do nietraktowanych kontroli (odpowiednio 2,37 vs. 18,67% oraz 2,73 vs. 18,69%). Dla odsetka
komodrek we wczesnej apoptozie oraz nekrotycznych nie zaobserwowano statystycznie
istotnych zmian. W przypadku komdrek z obnizonym poziomem TRPM2 hodowla w obecnosci
nadtlenku wodoru nie spowodowata znaczgcych zmian dla zadnej z badanych populacji (zywe:
96,31 vs. 89,11%, wczesnoapototyczne: 1,5 vs. 3,13%, péznoapoptotyczne: 1,77 vs. 6,85% oraz
nekrotyczne: 0,41 vs. 0,95%). Jednoczesnie obnizenie poziomu TRPM2 w sposdb istotny
statystycznie hamowato spadek odsetka komérek zywych i wzrost dla komodrek
pdznoapoptotycznych w pordwnaniu do grupy komodrek nietransfekowanych oraz
transfekowanych kontrolnym siRNA i traktowanych nadtlenkiem wodoru (zywe: 89,11% dla
transfekowanych siRNA  wobec TRPM2 vs. 74,62 oraz 7582% dla komodrek
nietransfekowanych i transfekowanych kontrolnym siRNA, pdéznoapoptotyczne: 6,85 vs. 18,67
i 18,69%, odpowiednio). Wyniki otrzymane w trakcie cytometrycznej oceny rodzaju
indukowanej Smierci komdrek przedstawiono na Rycinie 7. Ze wzgledu na brak istotnych
réznic pomiedzy komodrkami nietransfekowanymi a transfekowanymi kontrolnym siRNA
zaréwno w tescie MTT, jak i w analizie rodzaju indukowanej $mierci komoérek, a takze z uwagi
na oszczednosci finansowe, w dalszych eksperymentach jako kontrole wykorzystywano

wytgcznie komorki nietransfekowane.
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Rycina 7. Rodzaj indukowanej nadtlenkiem wodoru smierci komodrek linii EA.hy926. Wyniki
przedstawiono jako srednia + odchylenie standardowe. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001;
*¥*k** p < 0.0001. K — komorki nietransfekowane nietraktowane, 100 — komorki
nietransfekowane i potraktowane 100 uM nadtlenkiem wodoru, Kc — komérki transfekowane
siRNA kontrolnym, 100¢c — komorki transfekowane siRNA kontrolnym i potraktowane 100 uM
nadtlenkiem wodoru, Kr — komérki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2, 1007 — komoérki

transfekowane siRNA przeciwko TRPM2 i potraktowane 100 uM nadtlenkiem wodoru.
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4.1.4 Ocena poziomu jondw wapnia

W celu oceny zaleznych od nadtlenku wodoru zmian wewnatrzkomoérkowego poziomu
jondw Ca?* w komérkach nietransfekowanych i transfekowanych siRNA wobec TRPM?2
zastosowano wskaznik jonédw Ca?* X-Rhod-1. W przypadku komodrek nietransfekowanych
widoczny byt znaczny wzrost fluorescencji wskaznika po potraktowaniu komérek 100 uM
nadtlenkiem wodoru. Dodatkowo wzrost ten mozna byfo podzieli¢ na dwie fazy. Pierwsza z
nich byta prawdopodobnie zwigzana z uwolnieniem jonéw Ca?* z ER, a druga mogta by¢
skutkiem otwarcia btonowych kanatéw jonowych. W przypadku komodrek z obnizonym
poziomem TRPM2, wzrost fluorescencji wskaznika po dodaniu do komdrek nadtlenku wodoru
byt ograniczony. Co wiecej, w zmianie tej mozna byto wyrdzni¢ pojedynczy pik, ktory
prawdopodobnie zwigzany byt z uwolnieniem Ca?* z magazynu wewngatrzkomdrkowego. W
poréwnaniu do wynikéw otrzymanych dla komaérek nietransfekowanych, nie zaobserwowano
drugiej fazy wzrostu fluorescencji wskaznika jondw Ca?*. Uzyskane wyniki przedstawiono na

Rycinie 8.
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Rycina 8. Zmiana intensywnosci fluorescencji wkaznika jondw wapnia X-Rhod-1 po dodaniu
nadtlenku wodoru do komérek linii EA.hy926. A — wyniki pomiaru intensywnosci fluorescencji
komodrek w trakcie 80 s od momentu dodania nadtlenku wodoru. B —reprezentatywne zdjecia
komorek linii EA.hy926 nietransfekowanych oraz transfekowanych siRNA przeciwko TRPM2 w
30 s po dodaniu nadtlenku wodoru. Bar = 100 um. NT — komérki nietransfekowane, TRPM2

siRNA — komorki transfekowane TRPM2 siRNA.
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4.1.5 Ocena migracji komérek wobec srodowiska chemoatrakcyjnego

Komérki zdolne do migracji przez 3 um pory membrany w kierunku medium z
dodatkiem 20% FBS uznano za komorki o wysokim potencjale migracyjnym. Komoérki te
wybarwiono fioletem krystalicznym, sfotografowano i policzono. Uzyskane wyniki wskazuja,
ze nadtlenek wodoru nie uposledza zdolnosci migracyjnych komaérek z obnizonym poziomem
TRPM2, jak miato to miejsce w przypadku komérek nietransfekowanych. Dla komérek
nietransfekowanych i transfekowanych siRNA wobec TRPM2 s$rednia ilos¢ komodrek zliczona z
40 zdje¢ wyniosta odpowiednio 436,67 oraz 454,83. Z kolei w przypadku komérek
traktowanych nadtlenkiem wodoru liczba ta spadta odpowiednio do 83,5 oraz 407,33.
Wszystkie grupy wykazywaty istotne statystycznie rdznice wzgledem komdrek
nietransfekowanych traktowanych nadtlenkiem wodoru. Nie odnotowano natomiast
znaczacych réznic pomiedzy iloscig komaérek niepotraktowanych nadtlenkiem wodoru a iloscia
komodrek z obnizonym poziomem TRPM2 hodowanych w obecno$ci nadtlenku wodoru. Wyniki

eksperymentu przedstawiono na Rycinie 9.

63



%k %k k ok

- X % % %
600 [ | *k¥x%
.
=i

400

Liczba komérek

200

0- T
K K, 100 100,

Rycina 9. Ocena migracji komdrek linii EA.hy926 wobec $rodowiska chemoatrakcyjnego. A —
reprezentatywne zdjecia powierzchni membran. Bar = 200 um. B — $rednia liczba komoérek o
wysokim potencjale migracyjnym. Wyniki przedstawiono jako S$rednia * odchylenie
standardowe. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. K — komorki
nietransfekowane nietraktowane, 100 — komorki nietransfekowane i potraktowane 100 uM
nadtlenkiem wodoru, Kr — komérki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2, 1001 — komarki

transfekowane siRNA wobec TRPM2 i potraktowane 100 uM nadtlenkiem wodoru.
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4.1.6 Ocena migracji komérek z wykorzystaniem testu gojenia sie ran

Test ,gojenia sie ran” wykonano w celu uzupetnienia wynikéw uzyskanych podczas
oceny migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego. Dane uzyskane w obu testach byty ze
sobg spdjne. Tempo zarastania rany byto podobne w przypadku obu nietraktowanych kontroli
— nietransfekowanej i z obnizonym poziomem TRPM2 (58,73 oraz 60,86% poczatkowej
powierzchni rany po 5 h od rozpoczecia eksperymentu, 27,72 i 31,87% po 10 h i catkowite
zamkniecie rany okoto 12 h testu). Z kolei poddanie komérek nietransfekowanych dziataniu
100 uM nadtlenku wodoru spowodowato znaczacy spadek ich zdolnosci migracyjnych. W 5 h
eksperymentu powierzchnia rany stanowita 80,76%, a w 10 h 54,01% swojej poczatkowej
powierzchni. Po 20 h od rozpoczecia obserwacji, obrys rany byt nadal widoczny i stanowit
13,73% jej poczatkowej powierzchni. We wszystkich wymienionych punktach czasowych
roznice w powierzchni ran pomiedzy komdrkami nietransfekowanymi traktowanymi
nadtlenkiem wodoru a obiema kontrolami byty istotne statystycznie. W przypadku komédrek
transfekowanych siRNA wobec TRPM2 obserwowano zahamowanie indukowanego
nadtlenkiem wodoru obnizenia potencjatu migracyjnego komérek. Po uptywie 5 oraz 10 h od
rozpoczecia eksperymentu, rana stanowita odpowiednio 72,16 i 44,17% swojej poczatkowe;j
powierzchni, natomiast w 20 h ulegata ona juz niemal catkowitemu zamknieciu. Ponadto
réznica w powierzchni rany pomiedzy obiema grupami komérek traktowanymi nadtlenkiem
wodoru w 20 h eksperymentu byta istotna statystycznie. Wyniki uzyskane w trakcie testu

gojenia ran przedstawiono na Rycinie 10.
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Rycina 10. Ocena migracji komorek linii EA.hy926 z wykorzystaniem testu gojenia sie ran. A —
reprezentatywne zdjecia powierzchni ran w momencie rozpoczecia eksperymentu oraz po 6 i
12 h ekspozycji na nadtlenek wodoru. Bar = 200 um. B — $rednia powierzchnia ran wyrazona
w um? w momencie rozpoczecia eksperymentu oraz po 5, 10 i 20 h ekspozycji na nadtlenek
wodoru. C — $rednia procentowa powierzchnia ran w stosunku do powierzchni poczatkowej
po 5, 10 i 20 h ekspozycji na nadtlenek wodoru. Wyniki przedstawiono jako $rednia +
odchylenie standardowe. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. K — komérki
nietransfekowane nietraktowane, 100 — komorki nietransfekowane i potraktowane 100 uM
nadtlenkiem wodoru, Kr — komérki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2 nietraktowane,
1007 — komorki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2 i potraktowane 100 uM nadtlenkiem

wodoru.
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4.1.7 Ocena fluorescencji VE-kadheryny i F-aktyny

Immunofluorescencyjne znakowanie VE-kadheryny wykazato zmiane w obrebie
struktury regionu potgczeniowego w grupie komérek nietransfekowanych i potraktowanych
nadtlenkiem wodoru w poréwnaniu do analizowanych grup kontrolnych. W przypadku
komorek niepotraktowanych nadtlenkiem wodoru nie obserwowano wiekszych przestrzeni
pomiedzy komodrkami, a struktura regiondw interakcyjnych pozostawata ciggta. Natomiast
potraktowanie komodrek nadtlenkiem wodoru skutkowato przeksztatceniem sie wzoru
potaczen miedzykomorkowych na rozktad punktowy. Co wiecej, utrata komorek poprzez ich
Smier¢ na drodze apoptozy oraz ograniczenie ciggtosci pofaczen miedzykomérkowych
skutkowaty pojawieniem sie dodatkowych przestrzeni pomiedzy komdrkami. Ponadto zmiana
organizacji interakcyjnej komérek oraz zwiekszenie sie przestrzeni miedzykomérkowych
zostaty potwierdzone poprzez fluorescencyjne znakowanie F-aktyny. Obnizenie poziomu
TRPM2 wykazywato dziatanie protekcyjne wzgledem monowarstwy komérkowej. Nawet pod
wptywem dziatania nadtlenku wodoru, zachowany zostat cigglty charakter potaczen
miedzykomorkowych oraz nie zaobserwowano istotnie wiekszych przestrzeni pomiedzy
sgsiadujgcymi komorkami. Nie widaé¢ byto réwniez zwiekszonej ilosci komdrek umierajgcych
na drodze apoptozy. Wyniki fluorescencyjnego znakowania VE-kadheryny oraz F-aktyny

przedstawiono na Rycinie 11.
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Rycina 11. Fluorescencyjne znakowanie VE-kadheryny, F-aktyny oraz DNA w komdrkach linii
EA.hy926. VE-kadheryna — kolor czerwony, F-aktyna — kolor zielony, DNA — kolor niebieski. Bar
= 100 um. K — komorki nietransfekowane nietraktowane, 100 — komorki nietransfekowane i
potraktowane 100 uM nadtlenkiem wodoru, Kr — komérki transfekowane siRNA przeciwko
TRPM2 nietraktowane, 100t — komodrki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2 i

potraktowane 100 uM stezeniem nadtlenkiem wodoru, VE-KAD — VE-kadheryna.
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4.1.8 Ocena potranslacyjnej ekspresji VE-kadheryny i B-kateniny

W celu okredlenia czy zmianom strukturalnym obserwowanym w obrebie regionow
potgczeniowych komodrek z zachowang endogenng ekspresja TRPM2 traktowanych
nadtlenkiem wodoru towarzyszg zmiany w ekspresji biatek zaangazowanych w utrzymanie
struktury pofaczen miedzykomdrkowych wykorzystano technike Western Blot. Oceniano
potranslacyjng ekspresje VE-kadheryny oraz B-kateniny. Ze wzgledu na stabilng i
konstytutywng ekspresje, jako biatko referencyjne wykorzystano dehydrogenaze 3-fosforanu
gliceroaldehydu (GAPDH, ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase). Analiza
potranslacyjnej ekspresji biatek nie wykazata statystycznie istotnych réznic w poziomie GAPDH
pomiedzy zadng z badanych préb. Natomiast w przypadku VE-kadheryny, poziom tego biatka
byt niezmieniony w przypadku obu grup kontrolnych. Dla komérek nietransfekowanych i
potraktowanych nadtlenkiem wodoru zaobserwowano statystycznie istotne obnizenie
ekspresji VE-kadheryny. Dowodzi to, ze zmiana w strukturze pofaczen miedzykomorkowych
widoczna podczas obserwacji mikroskopowej preparatéow po fluorescencyjnym znakowaniu
tego biatka zwigzana byfa z rozktadem struktur potaczeniowych oraz degradacjg VE-
kadheryny. Ponadto badanie potwierdzito, ze obnizenie poziomu TRPM2 miato dziatanie
protekcyjne w obrebie organizacji regiondw potgczeniowych pomiedzy sasiadujgcymi
komoérkami. Po potraktowaniu komoérek z obnizong ekspresjg TRPM2 nadtlenkiem wodoru,
zaobserwowano niewielki spadek poziomu VE-kadheryny, jednakie zmiana ta nie byfa
znaczgca wzgledem grup kontrolnych. Co wiecej, wykazano istotng statystycznie réznice w
poziomach VE-kadheryny pomiedzy grupami komérek potraktowanymi nadtlenkiem wodoru.
Podobne wyniki otrzymano dla potranslacyjnej oceny ekspresji B-kateniny. W przypadku obu
grup kontrolnych poziom tego biatka utrzymywat sie na podobnym poziomie, a potraktowanie
komodrek nietransfekowanych nadtlenkiem wodoru prowadzito do istotnego statystycznie
obnizenia poziomu B-kateniny. Natomiast w komoérkach z obnizong ekspresjg TRPM2
poddanych dziataniu 100 uM nadtlenku wodoru nie zaobserwowano istotnych statystycznie
zmian wzgledem pozostatych grup. Wyniki potranslacyjnej oceny poziomu VE-kadheryny i 8-

kateniny metoda Western Blot przedstawiono na Rycinie 12.
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Rycina 12. Ocena potranslacyjnej ekspresji VE-kadheryny, B-kateniny i GAPDH metodg
Western Blot w komodrkach linii EA.hy926. Wyniki przedstawiono jako srednia + odchylenie
standardowe. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001. K — komorki
nietransfekowane, 100 — komérki nietransfekowane i potraktowane 100 uM nadtlenkiem
wodoru, Kr —komorki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2, 1001 — komorki transfekowane

siRNA przeciwko TRPM2 i potraktowane 100 uM nadtlenkiem wodoru.
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4.2 Inhibicja kanatu TRPM2 oraz enzymu PARP
4.2.1 Ocena zywotnosci komoérek

Stezenia inhibitoréw TRPM2 (ACA i FFA) albo PARP (3-AB i DPQ) wybrano na podstawie
dostepnych danych literaturowych oraz badan eksperymentalnych. Jako strategie badawcza
przyjeto inhibicje kanatu TRPM2 albo PARP rozpoczetg 30 min przed potraktowaniem
komoérek nadtlenkiem wodoru. Kontrole stanowity komérki hodowane w warunkach
standardowych oraz komdrki potraktowane wytgcznie pojedynczymi zwigzkami, t;j.
nadtlenkiem wodoru albo inhibitorami TRPM2 albo PARP. Dla poszczegdlnych inhibitoréw
wybrano nastepujgce stezenia: ACA—10i 20 uM, FFA—-50i 100 uM, 3-AB—-2,5i 5 mM oraz
DPQ — 1 i 10 uM. Wszystkie zastosowane inhibitory powodowaty niewielkie, lecz istotne
statystycznie, obnizenie przezywalnosci komérek linii EA.hy926 wzgledem kontroli. Dla
poszczegdlnych zwigzkdéw i stezen, odsetek komérek zywych wynosit odpowiednio: ACA — 95
199%, FFA—92i88%, 3-AB—38i12%, DPQ—90i 79%. Jedynie w przypadku 20 uM ACA zmiana
nie byta istotna statystycznie wzgledem kontroli. Ze wzgledu na wysokg cytotoksycznosé z
dalszych badan catkowicie wyeliminowano inhibitor 3-AB oraz wyzsze stezenia inhibitorow:
ACA, FFA i DPQ. Srednie wartosci procentowe uzyskanych wynikéw zostaty przedstawione w
Tabeli IV oraz na Rycinach 13 i 14. Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw do
indukcji stresu oksydacyjnego w komodrkach ponownie wybrano 100 uM stezenie nadtlenku

wodoru.
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Tabela IV. Macierz przedstawiajgca srednig procentowg zywotnos¢ komérek linii EA.hy926.
Intensywnos¢ koloru czerwonego odzwierciedla nasilenie indukowanych zmian w stosunku do
nietraktowane] kontroli, ktéra wyznaczyta teoretyczng wartos¢ 100% zywotnosci. 3-AB — 3-
aminobenzamid, ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-
piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy

50 uMm 100 uM 200 pM 400 uM 800 pum
Inhibitor

H,0: H.0: H20; H20: H20:

90 79 67 53
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Rycina 13. Wyniki testu MTT dla komérek linii EA.hy926 traktowanych nizszym zakresem
stezern inhibitorow TRPM2 i PARP. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie
standardowe. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p <0.0001. 3-AB — 3-aminobenzamid,
ACA - kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ -  3,4-dihydro-5[4-(1-

piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.
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Rycina 14. Wyniki testu MTT dla komoérek linii EA.hy926 traktowanych wyzszym zakresem
stezern inhibitorow TRPM2 i PARP. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie
standardowe. * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001; **** p <0.0001. 3-AB — 3-aminobenzamid,
ACA - kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ -  3,4-dihydro-5[4-(1-

piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.
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4.2.2 Ocena morfologii komoérek

Obserwacja mikroskopowa niewybarwionych komorek linii EA.hy926 technika
kontrastowo-fazowga pozwolita na wstepng ocene ich stanu i kondycji. W przypadku komorek
kontrolnych zaobserwowano Sscisty ukfad rozptaszczonych komérek oraz liczne figury
podziatowe. Podobnym obrazem morfologicznym charakteryzowaty sie komorki
potraktowane wytgcznie inhibitorami TRPM2 lub PARP. Przeciwnie, komérki hodowane w
obecnosci nadtlenku wodoru charakteryzowat nizszy stopienn konfluencji. Widoczne byty
rowniez liczne komérki odklejone od powierzchni dna naczynia hodowlanego o cechach
morfologicznych apoptozy (obkurczenie, obecnosé ciatek apoptotycznych). Co wiecej, komaorki
potraktowane nadtlenkiem wodoru charakteryzowaty sie wzmozong czestoscig formowania
widkien retrakcyjnych oraz zdolnoscig do tworzenia struktur przypominajgcych pecherzyki
zewnatrzkomadrkowe. W przypadku komdrek potraktowanych wybranymi inhibitorami TRPM?2
i PARP przez 30 min, a nastepnie hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru przez okres 24
h, widoczne byty liczne figury podziatowe, a jedynie pojedyncze komérki wykazywaty cechy
komodrek umierajgcych na drodze apoptozy. Nie zaobserwowano istotnych réznic w gestosci
zarowno wobec komodrek kontrolnych, jak i komérek potraktowanych wytgcznie inhibitorami
TRPM2 i PARP. Jedynie w komérkach wstepnie potraktowanych ACA, a nastepnie hodowanych
w obecnosci nadtlenku wodoru zaobserwowano wzmozone formowanie sie widkien
retrakcyjnych. Reprezentatywne zdjecia wykonane z wykorzystaniem mikroskopu kontrast-
fazowego obrazujgce morfologie niewybarwionych komérek z poszczegdinych grup badanych

przedstawiono na Rycinie 15.
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Rycina 15. Obraz morfologiczny komédrek linii EA.hy926. ACA — kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-

izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola. Bar = 100 um.
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4.2.3 Ocena rodzaju indukowanej $mierci komérek

Podwadjne znakowanie AV/PI wykazato, ze traktowanie komérek linii EA.hy926 100 uM
nadtlenkiem wodoru przez 24 h indukuje istotny statystycznie wzrost odsetka komodrek
apoptotycznych (z 4,4 do 9,8 %) oraz spadek odsetka komédrek zywych (z 95,4 do 89,7%) w
poréwnaniu do kontroli. Inkubacja komérek z ACA, FFA oraz DPQ nie powodowata istotnych
zmian. Podobne wyniki zaobserwowano réwniez dla komodrek potraktowanych inhibitorami
30 min a nastepnie hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru przez okres 24 h. Nie
zaobserwowano istotnych statystycznie zmian ani w porwaniu do poszczegdélnych préb
traktowanych wytacznie inhibitorami, ani do komérek kontrolnych. Sugeruje to, ze wszystkie
z wybranych inhibitorow sg w stanie hamowaé wptyw stresu oksydacyjnego w zakresie
indukcji $mierci komérek. Srednie wartosci procentowe uzyskane dla poszczegdlnych grup

komodrek przedstawiono w Tabeli V oraz na Rycinie 16.
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Tabela V. Srednie wartosci procentowe rodzajéw indukowanej $mierci komérki. Kolorem
czerwonym zaznaczono wyniki istotne statystycznie wzgledem kontroli. ACA — kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-

izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.

Grupa ] Woczesna Pézna Catkowita
Zywe Nekroza

komorek apoptoza apoptoza apoptoza
K 95,35 2,2 2,24 4,43 0,21
H202 89,71 4,82 4,95 9,77 0,38
ACA 95,83 1,87 2,16 4,03 0,15
ACA + H,02 94,28 2,42 2,93 5,35 0,29
FFA 95,97 1,69 2,08 3,77 0,25
FFA + H,0; 94,49 2,46 2,69 5,16 0,36
DPQ 95,83 1,92 2,09 4,01 0,16
DPQ + H;0; 94,56 2,65 2,54 5,19 0,26
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Rycina 16. Rodzaj indukowanej smierci komadrek linii EA.hy926. Wyniki przedstawiono jako

$rednia * odchylenie standardowe. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; **** p < 0.0001
wzgledem kontroli. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-

piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.
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4.2.4 Ocena rozktadu faz cyklu komérkowego w komérkach zywych

Cytometryczna ocena intensywnosci fluorescencji Pl w obecnosci RNAz wykazata
zmiane w zakresie rozktadu cyklu komdrek traktowanych 100 uM nadtlenkiem wodoru przez
24 h wzgledem komodrek kontrolnych. Pod wptywem dziatania nadtlenku wodoru
obserwowano obnizenie ilosci komdrek charakteryzujgcych sie intensywnoscia fluorescencji
Pl typowa dla fazy G1 na rzecz wzrostu populacji komoérkowej charakteryzujgcej sie
zawartos$cig DNA specyficzng dla komérek pomiedzy fazg G1 a G2. Co wiecej, zaobserwowano
wzrost ilosci komdrek o zawarto$ci DNA wyzszej niz 4N, co cechuje komérki poliploidalne.
Inkubacja komodrek z ACA i FFA nie powodowata widocznych zmian w zakresie rozktadu cyklu
komérkowego w odniesieniu do kontroli. Natomiast w przypadku grupy hodowanej w
obecnosci DPQ, zaobserwowano niewielki wzrost ilosci komdrek o zawartosci DNA
specyficznej dla tych, ktére znajdujg sie pomiedzy fazg G1 a G2 cyklu. Nie potwierdzono zmian
w zakresie rozktadu cyklu komérek potraktowanych ACA, FFA oraz DPQ a nastepnie
hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru przez 24 h w odniesieniu do komodrek
kontrolnych. Sugeruje to, ze wszystkie z wybranych inhibitoréw znosza dziatanie nadtlenku
wodoru w zakresie zmiany w rozkfadzie cyklu komérkowego. Reprezentatywne histogramy

prezentujgce rozktady cyklu komdrkowego przedstawiono na Rycinie 16.
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Rycina 16. Rozktad faz cyklu komoérkowego komérek linii EA.hy926. ACA — kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-

izochinolin, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola, Pl —jodek propidyny.
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4.2.5 Ocena fluorescenc;ji

4.2.5.1 F-aktyna i jadra komodrkowe

Komérki kontrolne charakteryzowaty sie gestym, zwartym ukfadem komérek bez
widocznych nadmiernie formujgcych sie przestrzeni miedzykomadrkowych. Wiekszos¢ jader
komodrkowych charakteryzowato sie owalnym ksztattem. Komérki z reguty posiadaty jedno lub
dwa jadra komdrkowe, co jest zgodne z charakterystyka linii EA.hy926. Podobnym fenotypem
charakteryzowaty sie komérki traktowane wybranymi inhibitorami kanatu TRPM2 i enzymu
PARP. Nie zaobserwowano wiekszych rdéznic pomiedzy wspomnianymi grupami réwniez w
zakresie lokalizacji i organizacji F-aktyny, poziomu jej fluorescencji, czy obrazu
morfologicznego jagder komdrkowych znakowanych DAPI. Przyktadowe zdjecia obrazujace
wyniki fluorescencyjnego znakowania F-aktyny oraz DNA w opisanych powyzej komérkach

przedstawiono na Rycinie 17.

Komérki potraktowane 100 uM nadtlenkiem wodoru przez okres 24 h
charakteryzowaty sie nizszg konfluencja i obecnoscia wiekszych  przestrzeni
miedzykomorkowych. Dodatkowo widoczne byty liczne oznaki nieprawidtowosci w strukturze
jader komdrkowych, tj. multinukleacja czy zmiany w ich wielkosci. Obecnos¢ nadmiarowych
jader komdrkowych oraz ich nieprawidtowy rozmiar byty charakterystyczne dla komérek,
ktorych srednica dochodzita do nawet 300 um. Ponadto w komdrkach tych widoczna byta
znaczna reorganizacja przestrzenna F-aktyny przejawiajgca sie akumulacjg biatka w korowej
czesci cytoplazmy. Zaobserwowano rowniez komorki o fenotypie charakterystycznym dla
apoptozy, tj. obkurczone, z nieregularng powierzchnig i skondensowang chromatyng lub
jadrami resztkowymi. Potwierdzono takze obecnos¢ licznych witdkien retrakcyjnych. W
przypadku komorek potraktowanych wybranymi inhibitorami TRPM2 i PARP 30 min przed
wiasciwym traktowaniem nadtlenkiem wodoru przez 24 h, zaobserwowano réwniez drobne
zmiany w obrebie jader komdrkowych, tj. gtdwnie obecnosci dodatkowych mikrojgder. Zmiany
te nie byly jednak tak nasilone jak w przypadku komdrek potraktowanych wytgcznie
nadtlenkiem wodoru. Dodatkowo nie zaobserwowano obecnosci olbrzymich komorek,
ktérych obecnos¢ potwierdzono w prébach komérek hodowanych w obecnosci samego
nadtlenku wodoru. Co wiecej, widocznych byto wyraznie mniej komodrek o cechach

sugerujgcych smier¢ na drodze apoptozy, a gestos¢ monowarstwy byta zblizona do tej
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obserwowanej w kontroli. Reprezentacyjne zdjecia przedstawiajgce wyniki fluorescencyjnego

znakowania F-aktyny i DNA w opisanych powyzej komdrkach przedstawiono na Rycinie 18.
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Rycina 17. Znakowanie F-aktyny oraz jgder komérkowych w komérkach linii EA.hy926. ACA —
kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-

1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — nietraktowana kontrola. Bar = 100 um.
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DPQ + HzOz ACA + HzOz

FFA + H202

Rycina 18. Znakowanie F-aktyny oraz jgder komérkowych w komdrkach linii EA.hy926. ACA —
kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-

1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — nietraktowana kontrola. Bar = 100 um.

85



4.2.5.2 Biatka potaczeniowe (VE-kadheryna, B-katenina, ZO-1)

W celu oceny zmian w obrebie regiondw wzajemnego kontaktu pomiedzy
sgsiadujgcymi  komodrkami  wykorzystano immunofluorescencyjne znakowanie biatek
wchodzgcych w sktad potgczen zwierajgcych (VE-kadheryna, B-katenina) oraz zamykajgcych
(2O-1). Pozytywny wynik barwienia VE-kadheryny we wszystkich badanych grupach komaérek
potwierdzit srodbtonkowy charakter komaorek linii EA.hy926. Najsilniejszy sygnat fluorescencji
dla tego biatka widoczny byt w regionie potaczeniowym, ale réwniez na terenie jader
komodrkowych i dookotfa nich, prawdopodobnie w obrebie siateczki srédplazmatycznej. W
przypadku komodrek kontrolnych oraz komérek traktowanych wytgcznie inhibitorami TRPM2 i
PARP, sygnat fluorescencyjny odpowiadajgcy VE-kadherynie widoczny byt gtéwnie na granicy
komodrka-komadrka i przyjmowat ciggty wzér. Podobng lokalizacje i ciggtos¢ organizacyjng VE-
kadheryny w obrebie regiondw potaczeniowych obserwowano w przypadku komérek
potraktowanymi inhibitorami przez 30 min, a nastepnie traktowanych nadtlenkiem wodoru
przez okres 24 h. Najwieksza zmiana dotyczyta komérek traktowanych wytgcznie nadtlenkiem
wodoru. Fluorescencja VE-kadheryny w regionie potagczeniowym byta stabiej widoczna, a jej
rozktad byt bardziej punktowy. Dla tej grupy komodrek najsilniejszg fluorescencje VE-kadheryny
zaobserwowano w regionie okotojgdrowym, co sugeruje mozliwosc jej translokacji z obszaréw
potgczen miedzykomdrkowych. Zmiana lokalizacji VE-kadheryny jest jednym ze sposobdéw
sygnalizacji wewnatrzkomdrkowej zwigzanej z rozktadaniem potgczen miedzykomérkowych.
Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce fluorescencyjne znakowania VE-kadheryny oraz F-

aktyny przedstawiono na Rycinach 19 20.

W przypadku oceny lokalizacji B-kateniny, najsilniejszy sygnat jej fluorescencji
obserwowano w obrebie ciggtych miejsc kontaktu pomiedzy sgsiadujgcymi komérkami.
Wyijatek stanowity komorki poddane dziataniu wytacznie nadtlenku wodoru, w ktérych
zaobserwowano obnizenie widocznej intensywnosci fluorescencji oraz ziarnisty rozktad B-
kateniny. Dodatkowo preparaty te charakteryzowata duza ilos¢ sygnatéw pozytywnych
zlokalizowanych poza komdrkami, co mogto by¢ spowodowane wzmozonym uwalnianiem
pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych albo pozostatos$cig gruzu komorkowego. Jest to o tyle
prawdopodobne, ze zewngtrzkomérkowa fluorescencja B-kateniny czesto kolokalizowata z
fluorescencjg F-aktyny. Intensywniejszy sygnat fluorescencyjny widoczny byt réwniez w

obrebie widkien retrakcyjnych oraz komorek o cechach fenotypowych apoptozy. Otrzymane
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wyniki wskazujg na zalezng od nadtlenku wodoru dezintegracje struktur potgczeniowych, w
ktorych sktad wchodzg VE-kadheryna oraz B-katenina. Wykazano réwniez, ze zaréwno
inhibitory TRPM2 albo PARP sg w stanie przeciwdziata¢ tym skutkom. Reprezentacyjne zdjecia
przedstawiajgce fluorescencyjne znakowanie pB-kateniny oraz F-aktyny w komdrkach

przedstawiono na Rycinach 21 i 22.

Podobne rezultaty uzyskano dla biatka wchodzacego w skfad potgczen zamykajacych,
tj. ZO-1. Fluorescencyjne znakowanie tego biatka wykazato zalezng od nadtlenku wodoru
zmiane w zakresie wzorca lokalizacji i widocznej intensywnosci fluorescencji. W pordwnaniu
do nietraktowanej kontroli, rozktad sygnatow pozytywnych byt bardziej punktowy, natomiast
o0golny poziom fluorescencji byt zauwazalnie nizszy. Ponownie, w grupach traktowanych
poszczegdlnymi inhibitorami TRPM2 albo PARP oraz nadtlenkiem wodoru, wynik znakowania
byt bardziej zblizony do komdrek kontrolnych, z najintensywniejszg fluorescencjag w obrebie
miejsc kontaktu pomiedzy sgsiadujgcymi komédrkami oraz ciggtym rozktadem tego sygnatu.
Reprezentatywne zdjecia przedstawiajace fluorescencyjne znakowanie ZO-1 oraz F-aktyny

przedstawiono na Rycinach 23 i 24.
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F-AKTYNA NALOZENIE

Rycina 19. Fluorescencyjne znakowanie VE-kadheryny (czerwony), F-aktyny (zielony) i DNA
(niebieski) w komadrkach EA.hy926. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ — 3,4-
dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K —
kontrola, VE-kad — VE-kadheryna. Bar = 100 um.
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Rycina 20. Fluorescencyjne znakowanie VE-kadheryny (czerwony), F-aktyny (zielony) oraz DNA
(niebieski) w komadrkach EA.hy926. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ — 3,4-
dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, VE-kad
— VE-kadheryna. Bar = 100 um.
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ACA

DPQ

FFA

Rycina 21. Fluorescencyjne znakowanie B-kateniny (zielony), F-aktyny (czerwony) i DNA
(niebieski) w komérkach linii EA.hy926. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, B-KAT
— PB-katenina, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA —

kwas flufenamowy, K — kontrola. Bar = 100 um.
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FFA + HzOz DPQ + HzOz ACA + HzOz

H,0,

Rycina 22. Fluorescencyjne znakowanie B-kateniny (zielony), F-aktyny (czerwony) oraz DNA
(niebieski) w komarkach linii EA.hy926. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, B-KAT
— B-katenina, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA —

kwas flufenamowy. Bar = 100 um.
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ACA

DPQ

FFA

Rycina 23. Fluorescencyjne znakowanie ZO-1 (zielony), F-aktyny (czerwony) oraz DNA
(niebieski) w komarkach linii EA.hy926. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ —
3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K -

kontrola, ZO-1 — zonula occluens 1. Bar = 100 um.
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20-1 F-AKTYNA NALOZENIE

ACA + HzOz

DPQ + HzOz

FFA + H,0,

Rycina 24. Fluorescencyjne znakowanie ZO-1 (zielony), F-aktyny (czerwony) oraz DNA
(niebieski) w komérkach linii EA.hy926. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ —
3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, ZO-

1 —zonula occluens 1. Bar = 100 pm.
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4.2.6 Ocena potranslacyjnej ekspresji VE-kadheryny

W celu okreslenia czy zmianom w strukturze regionu potgczeniowego komérek linii
EA.hy926 hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru i/lub wybranych inhibitoréw TRPM2
albo PARP towarzyszg zmiany w ekspresji VE-kadheryny wykorzystano technike Western Blot.
Analiza potranslacyjnej ekspresji biatek nie wykazata znaczgcych réznic w poziomie GAPDH
pomiedzy badanymi prébami. W przypadku VE-kadheryny nie zaobserwowano statystycznie
istotnych zmian pomiedzy grupami komdrek hodowanych w obecnosci ACA lub FFA a
komodrkami kontrolnymi. Z kolei dla komdrek traktowanych DPQ potwierdzono znaczgcy
wzrost poziomu VE-kadheryny. W przypadku komoérek traktowanych samym nadtlenkiem
wodoru zaobserwowano znaczgcy spadek poziomu tego biatka, co wskazuje na degradacje
struktur potgczen miedzykomdrkowych. Ponadto badanie potwierdzito, ze inhibicja TRPM2
lub PARP wykazuje dziatanie protekcyjne w obrebie organizacji regionéw potgczeniowych
pomiedzy sgsiadujgcymi komérkami. Dla komdrek wstepnie traktowanych DPQ, a nastepnie
hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru przez 24 h zaobserwowano spadek poziomu VE-
kadheryny, jednakze zmiana ta nie byta znaczgca wzgledem kontroli. W przypadku grup
traktowanych zgodnie ze schematem ACA + H;0; oraz FFA + H,0, poziom VE-kadheryny byt
zblizony do tego obserwowanego w komdrkach hodowanych w obecnosci poszczegdlnych
inhibitorow. Sugeruje to o protekcyjnym dziataniu inhibitorow wzgledem negatywnego
wptywu nadtlenku wodoru na strukture regiondéw potaczen komoérka-komédrka. Wyniki
potranslacyjnej oceny ekspresji VE-kadheryny technikg Western Blot zaprezentowano na

Rycinie 25.
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Rycina 25. Ocena potranslacyjnej ekspresji VE-kadheryny i GAPDH metodg Western Blot w
komarkach linii EA.hy926. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe. * p
<0.05; ** p<0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001 wzgledem nietraktowanej kontroli. ACA —
kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ — 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-

1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.

95



4.2.7 Ocena migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego

Przeprowadzona ocena migracji komorek EA.hy926 wykazata, ze w przypadku kontroli
ilos¢ komoérek zdolnych do migracji przez 3 um pory wyniosta srednio 284. Grupy komodrek
hodowanych w obecnosci inhibitorow TRPM2 albo PARP charakteryzowaty sie wyzszg srednig
iloscig komdrek o wysokim potencjale migracyjnym (314, 308 i 310 odpowiednio dla ACA, DPQ
i FFA). W przypadku komdrek potraktowanych inhibitorami TRPM2 albo PARP na 30 min przed
24 h traktowaniem nadtlenkiem wodoru, srednia ilos¢ komérek wynosita 248, 228, 314
(odpowiednio dla ACA + H0,, FFA + H,0, i DPQ + H,0,). Swiadczy to o skutecznym
ograniczeniu negatywnego oddziatywania nadtlenku wodoru na migracje komérek, gdyz w
przypadku komorek potraktowanych wytgcznie nadtlenkiem wodoru $rednia ilos¢ komorek
zdolnych do migracji przez 3 um pory wyniosta 110. Co wiecej, DPQ najskuteczniej zahamowat
ograniczenie  migracji komérek spowodowane dziataniem nadtlenku  wodoru.
Reprezentatywne zdjecia powierzchni membran przedstawiono na Rycinie 26, natomiast
wykres prezentujgcy srednig ilos¢ komodrek zliczonych z 40 zdje¢ powierzchni membran na
Rycinie 27. Dodatkowo wartosci liczbowe oraz istotnosci statystyczne wzgledem

poszczegdlnych grup przedstawione zostaty w Tabeli VI.
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Rycina 26. Reprezentatywne zdjecia powierzchni membran o $rednicy poréw 3 um
przedstawiajgce komodrki o wysokim potencjale migracyjnym. ACA - kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-

izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola. Bar = 100 um.

97



400

-
= 300- * 1
E * ok ok ok
0 ]
£ 1 I
2 200-
B * % % %
b T
= 100 - 1
0- T T T T
+ o e VP N
Q] ?.(?' Qo? & Q;? QQ Qc?
x x x
s > O
v & X

Rycina 27. Srednia ilo$¢ komérek w pojedynczym widoku membran o érednicy poréw 3 pm.
Wyniki przedstawiono jako srednia + odchylenie standardowe. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p<
0.001; **** p < 0.0001. Wskazane istotnosci statystyczne dotyczg zmian wzgledem
nietraktowane] kontroli. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ — 3,4-dihydro-

5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.
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Tabela VI. Wyniki testu migracji wobec sSrodowiska chemoatrakcyjnego.

Istotnos¢ statystyczna

Grupa Srednia ilo$¢ komérek
wzgledem

ACA + H,02 p =0,0280
K 284,2 FFA + H,0, p <0,0001
H,0; p <0,0001
ACA + H,0» p <0,0001
ACA 314,0 FFA + H,0, p <0,0001
H,0; p <0,0001
ACA + H,0, p <0,0001
DPQ 308,1 FFA + H,0, p <0,0001
H20> p <0,0001
ACA + H,0, p <0,0001
FFA 310,4 FFA + H,0; p <0,0001
H,0, p < 0,0001
K p =0,0280
ACA p < 0,0001
DPQ p < 0,0001

ACA + H,0, 247,9
FFA p <0,0001
DPQ + H,0; p <0,0001
H202 p <0,0001
ACA + H,0, p < 0,0001
DPQ + H,0; 314,1 FFA + H,0; p <0,0001
H,0, p < 0,0001
K p <0,0001
ACA p < 0,0001
DPQ p <0,0001

FFA + H,0, 228,3
FFA p <0,0001
DPQ + H,0; p <0,0001
H202 p <0,0001
K p <0,0001
ACA p <0,0001
DPQ p < 0,0001
H,0; 110,6 FFA p <0,0001
ACA + H,0, p < 0,0001
DPQ + H;0, p <0,0001
FFA + H,0; p <0,0001

ACA - kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ -  3,4-dihydro-5[4-(1-

piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.



4.2.8 Ocena migracji komorek z wykorzystaniem testu gojenia sie ran

W przypadku komérek kontrolnych, powierzchnia rany zmniejszyfa sie do 78, 57, 45,
28 i 10% odpowiednio po 6, 12, 18, 24 i 30 h obserwacji mikroskopowej. W komédrkach
traktowanych wybranymi inhibitorami TRPM2 albo PARP zaobserwowano nieznaczne
nasilenie tempa migracji, przy czym dla wiekszosci analizowanych punktéw czasowych réznica
pomiedzy wynikami préb badanych a kontrolg nie byta statystycznie istotna. Badania wykazaty
rowniez, ze nadtlenek wodoru znaczgco ograniczyt potencjat migracyjny komérek w stosunku
do komdrek kontrolnych, a powierzchnia rany wyniosta srednio 80, 69, 52, 44 i 35% swojej
poczgtkowej powierzchni odpowiednio po 6, 12, 18, 24 oraz 30 h od rozpoczecia
eksperymentu. Podobnie jak w przypadku migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego, w
komoérkach potraktowanych wybranymi inhibitorami TRPM2 albo PARP zaobserwowano
ograniczenie dziatania nadtlenku wodoru na migracje komdrek. Zastosowane inhibitory
wykazywaty podobng skutecznos¢, co potwierdzono brakiem istotnosci statystycznej
pomiedzy powierzchniami ran w monowarstwie komoérek hodowanych w obecnosci
poszczegdlnych inhibitoréw TRPM2 albo PARP oraz nadtlenku wodoru. Srednie wartosci
procentowe powierzchni ran po 12 i 24 h od rozpoczecia eksperymentu przedstawiono w
Tabeli VII, a $rednie tempo zamykania ran na Rycinie 28. Dodatkowo czasowe zmiany
powierzchni ran przedstawiono na Rycinie 29, a reprezentatywne zdjecia mikroskopowe na

Rycinie 30i 31. Powierzchnie ran obliczono zgodnie ze wzorem:

Powierzchnia rany w danym pounkcie czasowym * 100%

Powierzchni %[ =
owierzchnia rany [%] Poczatkowa powierzchnia rany
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Tabela VII. Srednia procentowa powierzchnia rany po 12 i 24 h od rozpoczecia eksperymentu.

Punkt Grupa Powierzchnia rany [%] Istotnosc statystyczna
czasowy wzgledem
12 57,41 H,0, p =0,0161
~ DPQ p = 0,0007
24 27,83 H20; p =0,0016
12 < 43,59 - -
24 < 10,14 H,0, p = 0,0353
ACA + H,03 p=0,0139
12 48,84 FFA + H-0, p = 0,0007
H,0, p < 0,0001
o K p = 0,0007
a ACA + H,03 p =0,0019
24 7,9 DPQ + H>0; p = 0,0011
FFA + H.0, p = 0,0007
H20; p <0,0001
12 - 48,00 - -
- FFA + H-0, p = 0,0388
24 9,87 H>0, p =0,0098
DPQ p = 0,0139
S 59 T
< =y
24 29,19 H,0, p =0,0132
12 + s 55,08 H,0, p =0,0014
S DPQ =0,0011
24 o+ 28,29 H.0; E = 0,0044
12 60,62 H,0, p =0,0034
= S) DPQ p = 0,0007
24 - T 31,61 FFA p =0,0388
H,0> p =0,0044
K p =0,0161
DPQ p < 0,0001
12 69,36 ACA + H,0, p =0,0132
DPQ + H20; p =0,0014
FFA + H.0- p =0,0034
S K p = 0,0016
T ACA p =0,0353
DPQ p < 0,0001
24 43,64 FFA p = 0,0098
ACA + H,0, p =0,0132
DPQ + H,0; p = 0,0044
FFA + H,0, p = 0,0044

ACA -

kwas

N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy,

bPQ -

3,4-dihydro-5[4-(1-

piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.
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- K -+ ACA+H,0,

& ACA -o- DPQ+H,0,
-4 DPQ B FFA+H,0,
-+ FFA

Powierzchnia rany [%]

Powierzchnia rany [%]

Czas [h] Czas [h]

Rycina 28. Tempo zarastania powierzchni ran w poszczegdlnych grupach komérek. Wyniki
przedstawiono jako S$rednia + odchylenie standardowe. ACA - kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-

izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K — kontrola.
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Rycina 29. Srednia powierzchna ran w punktach czasowych 6, 12, 18, 24 i 30 h od rozpoczecia

eksperymentu. Wyniki przedstawiono jako srednia + odchylenie standardowe. * p < 0.05; **

p <0.01; *** p<0.001; **** p <0.0001. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ

— 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K

— kontrola.
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Rycina 30. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce powierzchnie ran po 12, 24 i 36 h od
rozpoczecia eksperymentu. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-
dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K —
kontrola. Bar = 100 pum.
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Rycina 31. Reprezentatywne zdjecia przedstawiajgce powierzchnie ran po 12, 24 i 36 h od
rozpoczecia eksperymentu. ACA — kwas N-(p-Amylocynamoilo)antranilowy, DPQ - 3,4-
dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon, FFA — kwas flufenamowy, K -

kontrola. Bar = 100 pum.
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5. DYSKUSJA

Prawidtowe dziatanie srddbtonka naczyniowego pozwala utrzymaé homeostaze uktadu
sercowo-naczyniowego. Ta pojedyncza warstwa ptaskich komdérek nabtonkowych odpowiada
miedzy innymi za takie funkcje, jak selektywna przepuszczalno$é¢ sktadnikéw krwi do
otaczajgcych tkanek, regulacja napiecia sciany naczyn, czy odpowiedz zapalna organizmu.
Przedtuzajace sie zaburzenia w funkcjonowaniu bariery srédbtonkowej prowadzg do rozwoju
jego trwatej dysfunkcji [7]. Na poziomie komdérkowym manifestuje sie ona jako rozluznienie
struktury potgczen miedzykomoérkowych w nastepstwie zmiany w organizacji cytoszkieletu
aktynowego i ekspresji biatek zaangazowanych w tworzenie potgczenn miedzykomadrkowych.
Obserwuje sie rowniez wzmozong $Smier¢ komoérek srédbtonka na drodze apoptozy oraz
nasilenie procesu TEM. Na poziomie funkcji $rédbtonka obserwowane jest zaburzenie
proporcji w produkcji czynnikdw wazodylatacyjnych i wazokonstrykcyjnych, na rzecz
czynnikéw prowadzgcych do skurczu naczynia. Utrzymanie barierowej funkcji endotelium jest
zatem jednym z kluczowych warunkéw prawidtowego dziatania catego uktadu krazenia. Stad
dysfunkcja $rédbtonka towarzyszy licznym schorzeniom zwigzanym z uktadem sercowo-

naczyniowym, jak nadcisnienie tetnicze, miazdzyca, czy naczyniowe powiktania cukrzycy [15].

Stres oksydacyjny jest wynikiem dysproporcji pomiedzy produkcjg i akumulacja
czynnikdéw oksydacyjnych, tj. ROS, a zdolnosciami systemu biologicznego do ich neutralizacji
lub usuwania skutkéw ich dziatania. ROS w komdrkach mogg powstawaé¢ w wyniku
metabolizmu komdrkowego poprzez uwolnienie ich z mitochondridw w przebiegu procesu
oddychania tlenowego. Produkcja ROS i nadtlenkdow moze by¢ réwniez indukowana przez
czynniki zewnetrzne np. dym tytoniowy czy ekspozycja na promieniowanie UV. Organizm
posiada szereg mechanizméw antyoksydacyjnych, ktére oparte s3 w duzej mierze na
enzymach, tj. SOD, katalaza oraz peroksydaza glutationowa. Jednym z proceséw, w ktérym
obserwuje sie wzmozong produkcje ROS jest stan zapalny. Podczas toczacej sie reakcji
zapalnej, ROS produkowane sg przez leukocyty. Neutrofile w warunkach stymulacji aktywujg
oksydaze NADPH, ktéra jest zrédtem duzej ilosci nadtlenkdéw [133]. Jednocze$nie, stres
oksydacyjny moze aktywowac rdézne czynniki transkrypcyjne tj. jadrowy czynnik kappa B (NF-
kB, ang. nuclear factor kappa B), przekaznik sygnatéw i aktywator transkrypcji 3 (STAT3, ang.
signal transducer and activator of transcription 3), czynnik indukowany hipoksjg-1a (HIF1-a,

ang. hypoxia-inducible factor-1a), czy biatko aktywatorowe-1 (AP-1, ang. activator protein-1),
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co prowadzi do ekspresji cytokin i chemokin zaangazowanych w odpowiedz? zapalng, np. IL-1,
IL-6, IL-11 oraz IL-8 [134]. Dodatkowo nasilone dziatanie czynnikéw o wtasciwosciach
utleniaczy moze prowadzi¢ do martwicy komérek, ktéra z kolei indukuje odpowiedz zapalna.
Stres oksydacyjny i stan zapalny pozostajg wiec ze sobg nierozerwalnie potaczone, a warunki
zachwiania rownowagi oksydacyjno-redukcyjnej komérek srodbtonka wigzane sg z takimi

schorzeniami jak nadcis$nienie czy miazdzyca [135,136].

Jony Ca?* s3 drugorzedowym przekaznikiem informacji wewnatrz komérki. Nawet
niewielkie wahania poziomu Ca?* w cytozolu mogg prowadzi¢ do powaznych zmian w
strukturze i funkcji komorek. Stezenie tych jondw jest scisle kontrolowane przez liczne kanaty
i pompy jonowe wbudowane w ER oraz btone komérkowa. Jednym z btonowych kanatéw
wapniowych, ktérego ekspresje potwierdzono w komaérkach srédbtonka jest TRPM2 [14]. Co
wiecej, jego aktywacja jest Scisle powigzana ze stresem oksydacyjnym [128]. Najlepigj
opisanym szlakiem aktywacji TRPM2 jest ten z udziatem ADPR. Czasteczka ta powstaje przy
udziale enzymow PARP oraz PARG, ktére indukowane sg uszkodzeniami DNA wystepujgcymi
w przebiegu stresu oksydacyjnego. Przedtuzajacy sie podwyzszony poziom ROS przyczynia sie
do rozwoju ED. Kanat TRPM2 stanowi wiec punkt tgczacy ED ze stresem oksydacyjnym
[106,110].

W pierwszej czesci przedstawionych badan oceniono wptyw stresu oksydacyjnego,
indukowanego nadtlenkiem wodoru, na komérki EA.hy926. Zbadano réwniez role obnizenia
poziomu bfonowego kanatu wapniowego TRPM2 w odpowiedzi komdrek na nadtlenek
wodoru. Uzyskane wyniki wskazujg, ze 24 h traktowanie komérek linii EA.hy926 100 uM
nadtlenkiem wodoru prowadzi do zmian typowych dla zaburzenia barierowej funkcji
srodbtonka. Zaobserwowane efekty obejmowaty obnizenie zywotnosci komdrek z nasileniem
apoptozy, zwiekszenie poziomu jondéw wapnia w cytoplazmie, obnizenie potencjatu
migracyjnego, jak réwniez zmiany w organizacji obszarow wzajemnej interakcji pomiedzy
sgsiadujgcymi komédrkami. Jest to zgodne z dostepnymi doniesieniami literaturowymi. Hu i
wsp. wykazali, ze komodrki HUVEC pod wptywem dziatania LPS produkujg ROS przy
jednoczesnym ograniczeniu zdolnosci antyoksydacyjnych, co prowadzi miedzy innymi do
Smierci komoérek na drodze apoptozy, nasilenia produkcji cytokin prozapalnych np. TNF-q, IL-
6 i IL-1P oraz wzmozonej ekspresji czgsteczek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1 [137]. Podobnie,

Wang i wsp. wykazali, ze w mysich komdrkach srédbtonka mikrounaczynienia wysp
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trzustkowych linii MS-1, nadtlenek wodoru prowadzi do znaczgcego wzrostu odsetka komadrek
apoptotycznych, co potwierdzone zostato metodg TUNEL, podwdjnym barwieniem komorek
AV/Pl oraz poprzez potranslacyjng ocene ekspresji biatek Bax, Bcl-2 i kaspazy-3 [138]. Ponadto
odnotowano wzrost ekspresji VCAM oraz ograniczenie funkcji eNOS. Ciekawym jest, ze
wykazano réwniez podwyzszony poziom B-kateniny [138]. Biatko to jest istotnym elementem
kompleksu potaczen typu zwierajgcego. Jednakze, zaangazowane jest takze w szlak Wnt/B-
katenina, ktory fizjologicznie zwigzany jest z regulacjg takich procesdw, jak specjalizacja,
proliferacja, migracja, czy smieré komdrek. Prawdopodobne jest, ze obserwowany wzrost
poziomu B-kateniny zwigzany byt z aktywacjg szlaku sygnatowego Wnt, co dalej prowadzito do
Smierci komérek na drodze apoptozy [138]. W przypadku badan przedstawionych w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej, efektem dziatania nadtlenku wodoru na komorki linii
EA.hy926 byto obnizenie poziomu PB-kateniny, co potwierdzono metodg Western Blot.
Obnizenie ekspresji tego biatka wykazano réwniez za posrednictwem oceny intensywnosci
fluorescencji B-kateniny w obrebie kontaktu pomiedzy sgsiadujgcymi komérkami na poziomie
zdje¢ konfokalnych, wykluczajac jednoczesnie jej translokacje do jadra komodrkowego.
Wyjasnieniem tych rozbieznosci moze by¢ silna hetereogennos¢ obserwowana wsréd
komoérek srédbtonka pochodzacych z réznych lokalizacji w obrebie drzewa naczyniowego.
Wprawdzie komorki srddbtonka linii EA.hy926 oraz MS-1 odpowiadajg podobnie na nadtlenek
wodoru, to jednak sposéb indukcji zmian oraz aktywacja i przebieg wewnatrzkomaérkowych
szlakéw sygnalizacyjnych mogg zachodzi¢ w sposéb odmienny. Mozliwa jest tu aktywacja

niekanonicznej $ciezki szlaku Wnt, ktdra zalezna jest od jonéw Ca?* [139].

Efektem 24 h hodowli komdrek linii EA.hy926 w obecnosci nadtlenku wodoru byto
rowniez wzmozone formowanie sie wtdkien retrakcyjnych oraz struktur podobnych do
pecherzykdw zewnatrzkomdrkowych. Widkna retrakcyjne sg wypustkami komorkowymi
formujgcymi sie podczas migracji komdrek , na biegunie przeciwlegtym do kierunku migracji.
Wyniki badaf naszego zespotu pokazaty formowanie sie tych struktur jako ceche
charakterystyczng dla ukierunkowanej migracji aktywowanych zapalnie ludzkich pierwotnych
komorek srodbtonka tetnicy wiericowej [59]. Pod wptywem mechanicznych naprezen wtékna
retrakcyjne pekajg pozostawiajgc otoczony btong komérkowa pecherzyk zawierajacy
czagsteczki RNA i biatek, ktére mogg wptywacé na funkcjonowanie innych komérek. Zjawisko to
zaobserwowano w ludzkich komérkach srodbtonka tetnicy wiencowej traktowanych TNFa

[59]. Pecherzyki zewngtrzkomoérkowe to heterogenna grupa kulistych struktur, ktérych
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rozmiary wahajg sie od 30 nm do 5 um, a ich gtdwng role przypisuje sie sygnalizacji
miedzykomorkowej [140]. Ze wzgledu na potencjalne znaczenie diagnostyczne i
terapeutyczne, struktury te budzg szerokie zainteresowanie w $wiecie naukowym. W
badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej, w grupie komérek
traktowanych nadtlenkiem wodoru, obserwowano liczne sygnaty fluorescencyjne o
charakterze drobnych kulistych struktur zlokalizowanych poza obszarem komorek.
Wystepowanie tych struktur odnotowano podczas analizy fluorescencyjnie znakowanych
komérek wobec B-kateniny, ktére poddano wczesniejszemu dziataniu nadtlenku wodoru.
Ponadto o komérkowym pochodzeniu tych struktur swiadczy pozytywne znakowanie wobec
F-aktyny [141]. Badania przeprowadzone przez Dovrat i wsp. wskazujg, ze B-katenina moze
by¢ transportowana przez pecherzyki zewnatrzkomdrkowe [142]. Wykazano, ze pecherzyki
zewnatrzkomdrkowe moga wchodzié¢ w interakcje z sgsiednimi komérkami wywotujgc zmiany
w ich funkcjonowaniu, w tym aktywowac szlak Wnt/B-katenina [142]. Wprawdzie opisang
powyzej aktywacje kanonicznej S$ciezki szlaku Wnt dowiedziono w badaniach
przeprowadzonych na liniach komérek nowotworowych, mozliwym jest, ze podobne zjawisko

zachodzi z udziatem komodrek srodbtonka.

Badania ujete w niniejszej pracy, wykazaty zmiane lokalizacji VE-kadheryny pod
wptywem dziatania nadtlenku wodoru. W komérkach kontrolnych sygnat pozytywny wobec
VE-kadheryny obserwowano gtéwnie na granicy komodrka-komorka, na terenie jader
komodrkowych oraz czesciowo dokota nich. Z kolei w komérkach hodowanych w obecnosci 100
UM nadtlenku wodoru przez okres 24 h skupiony byt on gtéwnie w okolicy subjadrowej,
prawdopodobnie w obrebie siateczki $rédplazmatycznej. VE-kadheryna, podobnie jak B-
katenina, jest biatkiem wielofunkcyjnym. Wykazano, ze wchodzi w interakcje z VE-kadheryng
integralng z btong komdrkowa sgsiadujgcej komorki tworzac potaczenia zwierajgce, co czyni
ja jednym z gtéwnych czynnikdéw regulujgcych zwarto$é budowy komaérek sréodbtonka i stanowi
istotny element strukturalny dla nowopowstajgcych potaczern zamykajgcych. Potwierdzono
rowniez znaczenie tego biatka w procesie angiogenezy [143]. Wprawdzie VE-kadheryna jest
markerem charakterystycznym dla komorek srddbtonka. Jednakze, ekspresje tego biatka
potwierdzono réwniez w komodrkach nowotworowych zdolnych do mimikry naczyniowej
[144]. Jest to zjawisko formowania struktur tubularnych, ktdre sg w stanie transportowac
rézne substancje. Proces ten zachodzi bez udziatu komérek $rédbtonka, co odrdznia go od

angiogenezy. VE-kadheryna i jej translokacja pomiedzy regionem potfgczeniowym a
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cytoplazmg ma znaczenie sygnalizacyjne. Badania przeprowadzone przez Rudini i wsp.
wykazaty, ze biatko to jest istotng czescig odpowiedzi komérek srédbtonka na dziatanie TGF-8
[145]. Ponadto VE-kadheryna koprecypituje ze wszystkimi sktadnikami kompleksu
receptorowego dla TGF-B [145]. Jednakze, doktadna rola VE-kadheryny i jej internalizacji w
procesie sygnalizacji wewngatrzkomérkowej nie zostata doktadnie zbadana. Dla innego biatka
z rodziny kadheryn — E-kadheryny, w badaniach przeprowadzonych na Drosphila
melanogaster, potwierdzono, ze utrata funkcji ATPazy SERCA, odpowiedzialnej za transport
Ca®* z cytozolu do ER, skutkuje nagromadzeniem sie tego biatka w obrebie ER [146].
Wykazano, ze zwigzany z tym stres prowadzi do smierci komdrek na drodze apoptozy. Autorzy
badania zasugerowali, ze obnizenie poziomu Ca* w ER w wyniku utraty funkcji ATPazy SERCA
ogranicza translokacje E-kadheryny do btony komdrkowej [146]. Mozliwym jest, ze podobne
zjawisko zachodzi wobec VE-kadheryny w komdrkach srédbtonka, w szczegdlnosci, ze

nadtlenek wodoru wptywa réwniez na funkcje ATPazy SERCA (136).

Ekspozycja komérek linii EA.hy926 na 100 uM stezenie nadtlenku wodoru prowadzita
rowniez do ograniczenia zdolnos$ci migracyjnych komoérek, co jest jedng z cech dysfunkgcji
srédbtonka. Zmiany te moga przyjmowac rézne formy tj. ograniczenie tempa migracji jak i
mozliwosci komérek do zmiany kierunku ruchu. W niniejszych badaniach wykazano, ze
komorki linii EA.hy926 charakteryzujg sie istotnym ograniczeniem potencjatu migracyjnego w
odpowiedzi na dziatanie nadtlenku wodoru. Jednakze, inne badania naszego zespotu pokazaty
zalezng od stymulacji TNFa ukierunkowang migracje ludzkich pierwotnych komérek
srddbtonka tetnicy wiencowej, ktéra miata charakter masowy. Byto to powigzane ze
specyficzng zmiang organizacji cytoszkieletu aktynowego, z charakterystycznych dla tego
rodzaju komoérek gwiezdzistych form do grubych prostych wtdkien stresowych ustawionych
zgodnie z kierunkiem ruchu masy komaérkowej [59]. O ile zwiekszone tempo endotelializacji
wydaje sie korzystne pod wzgledem praktycznym, np. w reendotelializacji stentéw
naczyniowych, to towarzyszgca temu zmiana formy organizacyjnej cytoszkieletu aktynowego
promuje nieciggty kontakt pomiedzy sagsiadujgcymi komdrkami oraz formowanie sie
przestrzeni miedzykomadrkowych. Podczas zabiegu implantacji stentu dochodzi do powaznych
uszkodzen w obrebie srddbtonka. Wigze sie to z indukcjg stanu zapalnego, dalszym rozwojem
lokalnej dysfunkcji naczynia oraz zwiekszonym przerostem neointimy. Obecnie, kluczowym
elementem branym pod uwage przy projektowaniu stentéow jest doprowadzenie do jak

najszybszej endotelializacji jego powierzchni, gdyz zmniejsza ono ryzyko wystgpienia
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zakrzepicy oraz wptywa pozytywnie na funkcjonowanie uktadu krazenia [147]. Poddaje to
rowniez w watpliwos¢ sens wykorzystywania stentow uwalniajgcych tylko leki zapobiegajace
proliferacji komérek. W zamysle pokrycie uwalniajgce te leki miato hamowaé przerost
miesniowki gtadkiej oraz aktywacje leukocytéw, a wiec ogranicza¢ proces zwezania Swiatta
naczynia. Jednak wydtuzaty one proces endotelializacji, prowadzac do pdznej lub bardzo
poznej zakrzepicy [148]. Obecnie trendem w procesie projektowania lub ulepszania stentow
jest dziatanie przyspieszajgce pokrycie powierzchni komdrkami endotelium oraz ograniczanie
stanu zapalnego [149]. Zachowanie zdolnosci migracyjnych komorek srédbtonka, zwtaszcza z
towarzyszacym utrzymaniem funkcji barierowej, jest kluczowe w procesie regeneracji

uszkodzen naczynia i utrzymania homeostazy catego uktadu sercowo-naczyniowego.

Doniesienia literaturowe wskazujg, ze TRPM2 uczestniczy w odpowiedzi komédrek
srodbtonka na dziatanie nadtlenku wodoru [14,90]. W wyniku traktowania komérek
nadtlenkiem wodoru dochodzi do ich Smierci na drodze apoptozy oraz manifestowania sie
innych zmian charakterystycznych dla niepoprawnie funkcjonujgcego s$rédbtonka. W
badaniach ujetych w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano, ze obnizenie poziomu TRPM?2
w komoédrkach EA.hy926 skutkowato zahamowaniem negatywnego dziatania nadtlenku
wodoru. Komoérki te charakteryzowaty sie wyzszg zywotnoscig oraz mniejszym odsetkiem
komoérek apoptotycznych w poréwnaniu do komérek z endogenng ekspresja TRPM2.
Powyisze rezultaty sg zgodne z dostepnymi doniesieniami literaturowymi. W przypadku
komorek srédbtonka mikrounaczynienia serca linii H5V, jednym z obserwowanych efektow
dziatania nadtlenku wodoru byto obnizenie aktywnosci metabolicznej komdrek [90]. Ponadto
badanie poziomu kaspaz i fragmentacji DNA wykazaty, ze zalezny od nadtlenku wodoru spadek
zywotnosci komérek byt spowodowany ich $miercig na drodze apoptozy [90]. Wykazano
rowniez, ze obnizenie ekspresji TRPM2 ograniczyto aktywacje kaspaz inicjatorowych (kaspazy-
8 i -9) oraz efektorowej (kaspazy-3), co wskazuje na zahamowanie apoptozy. Sun i wsp.
zaobserwowali takze, ze TRPM2 ma znaczenie dla smierci komdrek H5V indukowanej przez
TNFa, gdyz efekt ten zostat ograniczony zaréwno po zastosowaniu przeciwciata blokujgcego
TRPM2 (TM2E3) specyficznego wobec regionu E3 w poblizu porédw przenikania jondw oraz

poprzez obnizenie ekspresji TRPM2 z wykorzystaniem shRNA [90].

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pokazaty réwniez szybki wzrost

wewnatrzkomérkowego poziomu Ca** w komdrkach z endogenng ekspresja TRPM?2
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traktowanych nadtlenkiem wodoru, co wigzato ze zmiang organizacji potaczern pomiedzy
komoérkami EA.hy926 i powstawaniem przestrzeni miedzykomérkowych. Hecquet i wsp.
wykazali, Ze naptyw jonédw Ca?* do ludzkich komdrek $rédbtonka tetnicy ptucnej zostat prawie
catkowicie zablokowany po obnizeniu poziomu TRPM2 zaréwno za pomocg siRNA, jak i
przeciwciat. Ponadto wzrost obserwowanego poziomu wapnia byt podzielony na dwa etapy:
(i) uwolnienie jonéw Ca?* z ER oraz (ii) aktywacja btonowych kanatéw wapniowych. W
przypadku komoérek o nizszym poziomie TRPM2 obserwowano tylko pierwszy z etapdw.
Sugeruje to, ze kanat wapniowy TRPM2 jest gtdwnym elementem odpowiedzi komdrek
srodbtonka linii EA.hy926 na stres oksydacyjny. Co wiecej, wykazano, ze TRPM2 bierze udziat
w regulacji przepuszczalnosci ludzkich komodrek srédbtonka tetnicy ptucnej w odpowiedzi na
dziatanie nadtlenku wodoru [14]. Hecquet i wsp. pokazali réwniez, ze traktowanie
wspomnianych powyzej komoérek nielitycznymi dawkami nadtlenku wodoru powoduje
wewnatrzkomdrkowy naptyw jondw Ca?*, co wigze sie z rozluZnieniem sieci potgczen
miedzykomorkowych objawiajgcym sie zmniejszeniem przezsrdodbtonkowej rezystancji
elektrycznej. Negatywny wptyw nadtlenku wodoru ograniczono réwniez poprzez inhibitory
PARP, a takze nadekspresje TRPM2-S, ktéry dziata jak antagonista TRPM2 [14]. W badaniach
bedacych przedmiotem niniejszej pracy, zaobserwowano zmiany w lokalizacji i ekspresji VE-
kadheryny i B-kateniny, a wiec biatek zaangazowanych w tworzenie potaczen zwierajacych.
Barierowa funkcja sréodbtonka jest jednym z czynnikéw niezbednych dla utrzymania
homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego. Podobnie jak w przypadku badan Hecqueta i
wsp., eksperymenty przeprowadzone w trakcie realizacji niniejszej rozprawy doktorskiej
wykazaty ograniczenie dziatania nadtlenku wodoru w obrebie regionéw potaczern pomiedzy
komodrkami o obnizonym poziomie TRPM2. Przebudowa struktury potaczeniowej i zmiana
lokalizacji biatek zaangazowanych w tworzenie potgczen miedzykomoérkowym jest kluczowym
zjawiskiem w procesie transmigracji leukocytéw [150]. Badania przeprowadzone na modelu
mysim wykazaty, ze w komdrkach $rédbtonka pochodzgcych od zwierzat pozbawionych
ekspresji TRPM2 zachodzi ograniczona fosforylacja VE-kadheryny w pozycjach Y658 oraz Y731,

co jest kluczowe w demontazu potgczen typu zwierajgcego i internalizacji tego biatka [109].

Wang i wsp., w badaniach przeprowadzonych na ludzkich komdrkach srédbfonka
mikrounaczynienia ptuc eksponowanych na czastki state bedgce czescig pytéw zawieszonych
izolowanych z powietrza, wykazali, ze zalezny od TRPM2 dokomérkowy naptyw jondéw Ca®*

wptywa réwniez na stabilnos¢ ZO-1 [151]. Potraktowanie komodrek srddbtonka czgstkami
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statymi pytéw izolowanych z powietrza doprowadzito do jego zwiekszonej przepuszczalnosci
w nastepstwie spadku poziomu biatek ZO-1 i ZO-2. Co ciekawe, poziomy VE-kadheryny i B-
kateniny pozostaty niezmienne [151]. Efekt ten zostat przez autoréw pracy powigzany z
formowaniem sie ROS w komadrkach srédbtonka, poniewaz degradacja ZO-1 byta zahamowana
zaréwno przez N-acetylocysteine, jak i katalaze. Udowodniono réwniez, ze czgstki state pytu
zawieszonego z powietrza prowadzg do zaleznej od ROS aktywacji TRPM2, co skutkuje szybkim
dokomdrkowym naptywem jonéw Ca?*. Podobnie jak w przypadku N-acetylocysteiny i
katalazy, obnizenie endogennej ekspresji TRPM2 oraz zastosowanie przeciwciat przeciwko
TRPM2 hamowato demontaz ZO-1 i uszkodzenia w obrebie potaczen zamykajacych. Ponadto
degradacje ZO-1 powigzano z funkcjg kalpainy, ktdra jest zalezng od Ca?* proteazg
odpowiedzialng miedzy innymi za degradacje ZO-1, a potraktowanie komérek inhibitorami
kalpainy albo kalpeptyng prowadzito do utrzymania ciggtosci bariery srodbtonkowej [151]. W
przypadku badan przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy, jako jeden z efektéw dziatania
nadtlenku wodoru na komérki EA.hy926, zaobserwowano obnizenie poziomdéw zaréwno [-
kateniny, VE-kadheryny, jak i ZO-1, a obnizenie ekspresji TRPM2 powodowato redukcje tych
zmian. Wyniki badain mikroskopowych, w tym fluorescencyjnego znakowania biatek,
wykazaty, ze komérki z obnizong ekspresjag TRPM2 hodowane w obecnosci nadtlenku wodoru
miaty wyglad zblizony do komdérek kontrolnych wykazujgcych endogenng ekspresje TRPM2.
Sugeruje to protekcyjne dziatanie obnizenia ekspresji TRPM2 w komérkach linii EA.hy926 w

zakresie utrzymania bariery srédbtonkowe;.

Podsumowujgc pierwszg czes¢ przeprowadzonych badan, wykazano, ze potraktowanie
modelowych komdrek sréodbtonka linii EA.hy926 100 uM nadtlenkiem wodoru przez okres 24
h prowadzi do znacznego uszkodzenia w obrebie monowarstwy komoérkowej i zmian
charakterystycznych dla dziatania stresu oksydacyjnego. Obserwowano spadek zywotnosci
komodrek spowodowany ich smiercig na drodze apoptozy, rozktad i zmiane lokalizacji biatek
wchodzacych w sktad potgczen miedzykomérkowych, jak réwniez ograniczenie potencjatu
migracyjnego. Zmianom tym towarzyszyt dokomdrkowy naptyw jonéw Ca?*, ktéry
odnotowano ponizej 1 min od momentu rozpoczecia ekspozycji komdrek na dziatanie
nadtlenku wodoru. Efekt dziatania nadtlenku wodoru zostat znacznie ograniczony w
komodrkach z obnizong ekspresji TRPM2 poprzez transfekcje z wykorzystaniem siRNA
przeciwko TRPM2. Sugeruje to, ze kanat TRPM2 jest istotnym elementem odpowiedzi

komodrek srdodbtonka na nadtlenek wodoru, a zahamowanie jego aktywnosci moze byé
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rozwazane w prewencji i terapii chordb uktadu sercowo-naczyniowego o podtozu zwigzanym
ze stresem oksydacyjnym. Z tego powodu, w drugiej czesci badan, postanowiono ocenic
wptyw inhibicji TRPM2 na odpowiedz komodrek srédbtonka linii EA.hy926 na nadtlenek
wodoru. W tym celu zastosowano inhibitory TRPM2 (ACA i FFA) oraz inhibitory enzymu PARP
(3-AB i DPQ). Wybor inhibitoréw enzymu PARP oparto o fakt, ze bierze on udziat w tworzeniu
ADPR, ktéry poprzez wigzanie sie do TRPM2 w obrebie domeny NUDT9-H aktywuje otwieranie
sie kanatéw TRPM2 [152].

Poszukiwanie efektywnych inhibitoréow TRPM2 stato sie przedmiotem intensywnych
badan przez powigzanie tego kanatu z réznymi jednostkami chorobowymi. Jak dotad role
TRPM2 wykazano w urazach niedokrwienno-reperfuzyjnych licznych narzaddw, stanach
zapalnych, chorobach neurodegeneracyjnych oraz nowotworowych [119,153-155].
Zastosowanie niektorych z inhibitoréw, w tym FFA, jest rozpatrywane rédwniez w terapii
COVID-19 [156]. Kierunek ten jest obiecujgcy réwniez ze wzgledu na fakt, ze niektére z
inhibitorow TRPM2 s3g dopuszczone do obrotu jako produkty lecznicze. Dla przyktadu,
pochodne ACA (np. Difortan, ktérego substancje czynng stanowi etofenamat) albo jego
metabolity sg stosowane jako niesteroidowe leki przeciwzapalne, a klotrymazol (np.
Clotrimazolum GSK) i azotan ekonazolu (np. Pevazol) stanowig leki przeciwgrzybicze. Do
przeprowadzenia badan w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wybrano dwa stezenia ACA
(1020 uM), jednakze tylko nizsze ze stezen okazato sie skuteczne w hamowaniu negatywnego
wptywu nadtlenku wodoru wzgledem modelowych komoérek $rédbtonka linii EA.hy926,
prawdopodobnie poprzez redukcje dokomérkowego naptywu jonéw Ca?*. Jest to zgodne z
danymi literaturowymi wskazujgcymi na skuteczne blokowanie TRPM2 przez ACA w stezeniu
20 uM zaréwno w embrionalnych komdrkach nerki cztowieka linii HEK293, jak i w modelu
biataczki histiocytarnej linii U937 [117]. Ponadto to samo stezenie ACA hamowato zmiany
zapalne indukowane stresem hiperosmotycznym w pierwotnych komérkach nabtonka
rogéwki [157]. Warto wspomnieé, ze inhibitor ten nie dziata jednak w sposéb specyficzny, gdyz
zaobserwowano, ze ACA poza TRPM2 oddziatuje rowniez na inne kanaty nalezgce do tej samej
rodziny, tj. TRPMS8 i TRPC6 [117]. W niniejszych badaniach wykorzystano réwniez FFA, ktory
jest pochodng ACA i tak jak swoj prekursor nalezy do grupy niesteroidowych lekéw
przeciwzapalnych. Podobnie jak inni przedstawiciele tej grupy, FFA hamuje dziatanie COX i
powstawanie prostaglandyn. Badania przeprowadzone na embrionalnych komérkach nerki

cztowieka linii HEK293 pokazaty, ze FFA w zakresie dawek 50-1000 uM jest w stanie prawie
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catkowicie zablokowac¢ aktywacje kanatu TRPM2 [115]. Co ciekawe, efekt ten byt zalezny od
pH, ktérego obnizenie skutkowato nasileniem inhibitorowego dziatania FFA. Z kolei w
neuronach zwojowych rogdéw grzbietowych rdzenia kregowego, stezenie 100 uM FFA w okoto
50% ograniczyto dokomdrkowy naptyw Ca?*. W tym przypadku, lepszym wyborem okazato sie
2-APB, ktérego 50 uM stezenie prawie catkowicie zablokowato aktywacje TRPM2 wywotywang
1 mM ADPR. W badaniu tym wyeliminowano wptyw zmian pH na dziatanie inhibitoréw
poprzez staty monitoring i utrzymywanie tego parametru na poziomie 7,4 [158]. Dodatkowo
w komorkach jajnika chomika chinskiego linii CHO zaobserwowano, ze 100 uM FFA byto
wystarczajace, by efektywnie zredukowaé dokomdrkowy naptyw Ca?* w odpowiedzi na
nadtlenek wodoru [159]. Na postawie powyzszych doniesien, do badan ujetych w niniejszej
pracy doktorskiej, wybrano dwa stezenia FFA (50 i 100 uM). Jak dotad, nie przeprowadzono
eksperymentdéw z zastosowaniem tego zwigzku wobec komaérek srodbtonka. Oba stezenia
powodowaty niewielki, chodz istotny statystycznie i zalezny od dawki spadek przezywalnosci
komorek. Bezpieczny zakres stezenn FFA wydaje sie $cisle zalezeé od typu komodrek, gdyz w
niektérych przypadkach stezenia powyzej 100 uM nie indukujg istotnego statystycznie spadku
zywotnosci komodrek [160]. Nizsze z zastosowanych stezen okazato sie bardziej skuteczne w
hamowaniu indukcji Smierci komodrek linii EA.hy926 w odpowiedzi na nadtlenek wodoru.
Cytometryczna analiza komaérek barwionych AV/PI pokazata, ze zwigzek ten redukuje odsetek
komodrek apoptotycznych w odpowiedzi na dziatanie nadtlenku wodoru. Jest to efekt zgodny
z dostepnymi danymi literaturowymi. Roberge i wsp. zaobserwowali, ze ekspozycja mysich
kardiomiocytéw na dziatanie TNFa prowadzita do aktywacji kanatu TRPM2 oraz $mierci
komodrek na drodze apoptozy, podczas gdy inhibicja TRPM2 za posrednictwem 100 uM
stezenia FFA znaczgco hamowata aktywacje kaspazy-8, co swiadczy o ograniczeniu indukcji
apoptozy [161]. W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej
wykazano réwniez, ze FFA chroni komoérki srédbtonka linii EA.hy926 przed negatywnym
dziataniem nadtlenku wodoru w zakresie rozktadu biatek wchodzgcych w skfad potfgczen
miedzykomadrkowych przy zachowaniu petnego potencjatu migracyjnego komaérek. Obecnie w

literaturze brak jest doniesien analizujgcych ten aspekt dziatania FFA.

W konteksécie potencjatu aplikacyjnego, nalezy wspomnieé, ze choé FFA jest
dopuszczony do uzytku farmakologicznego jako niesteroidowy lek przeciwzapalny, to jego

wykorzystanie jest ograniczone z uwagi na reakcje niepozadane ze strony ukfadu
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pokarmowego u 30-60% pacjentéw, nawet przy stosowaniu dawek rekomendowanych [160].

Potwierdzono réwniez przypadki trombocytopenii oraz zmian skérnych [160].

W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy doktorskiej wykorzystano
rowniez inhibitory enzymu PARP. Jest to szeroko badana grupa zwigzkéw, gtéwnie ze wzgledu
na mozliwosc ich zastosowania w terapii nowotwordw. Zostaty one dopuszczone do uzytku w
leczeniu raka piersi i jajnika z mutacjami BRCA1/2. PARP aktywowany jest poprzez wigzanie
sie jego N-koricowej domeny w obrebie peknie¢ DNA, rekrutujagc tym samym elementy
strukturalne kompleksu naprawczego [162]. Jego funkcja jest wiec istotna dla zachowania
stabilnosci materiatu genetycznego. W niniejszej pracy wykazano, ze nadtlenek wodoru
powoduje zmiany w obrebie jader komdérkowych. Fluorescencyjne barwienie DNA wykazato
obecnos¢ gigantycznych komorek z zaburzeniami w postaci olbrzymich jader komdérkowych
albo z cechami multinukleacji. Obserwowano réwniez liczne komorki z jagdrami komérkowymi
o nieregularnym ksztatcie. Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi, ktére potwierdzajg
uszkodzenie materiatu genetycznego komérek traktowanych nadtlenkiem wodoru [163].
Obserwowane nieprawidtowosci obejmujg réwniez pekniecia pojedynczych nici, w ktorych
naprawe zaangazowany jest PARP [164]. Z drugiej strony, rozmiar tych komérek wraz z
organizacjg F-aktyny oraz morfologig jader komdrkowych wskazujg na cechy typowe dla
komodrek w stanie katastrofy mitotycznej. Wykazano miedzy innymi, ze silne inhibitory PARP,
tj. olaparib albo talazoparib, pozwalajg na przejscie komdrek neuroblastomy z amplifikacjg i
nadekspresjg MYCN przez mitoze w obecnosci uszkodzonego DNA i promujg $mier¢ komorki
poprzedzong intensywnym stresem replikacyjnym wyrazonym stanem katastrofy mitotycznej
[165]. W badaniach opisanych w niniejszej pracy zahamowanie dziatania PARP skutkowato
ograniczeniem negatywnych zmian indukowanych przez nadtlenek wodoru, a wiec mozliwym
jest, ze w komodrkach linii EA.hy926 aktywowany jest inny mechanizm naprawy DNA, ktéry
kompensuje obnizong aktywnos¢ PARP. Warto jednak wskazaé, ze inhibicja PARP moze mieé
tez negatywne skutki ogdlnoustrojowe. U myszy z niedoborem tego enzymu zaobserwowano
przyspieszone starzenie sie oraz nasilenie spontanicznej karcinogenezy [166]. Poréwnanie
poziomoéw PARP u osobnikdéw 13 réznych gatunkéw wykazato, ze jego ekspresja koreluje z
oczekiwang dtugoscia zycia danego gatunku [167]. Z drugiej strony potwierdzono réwniez
liczne pozytywne efekty zastosowania inhibitoréow PARP w modelach chordéb uktadu sercowo-
naczyniowego. W takich schorzeniach jak miazdzyca, zawat miesnia sercowego, czy

zastoinowa niewydolnos¢ serca obserwuje sie nadmierng aktywacje PARP. Efektem tego jest
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wyczerpywanie sie wewngtrzkomaérkowych zapasow NAD oraz ATP i kierowanie komérek na
droge $mierci przez apoptoze albo, przy duzym nasileniu stresu oksydacyjnego, nekroze [168].
W badaniach przeprowadzonych na modelu zwierzecym potwierdzono, ze hamowanie
aktywnosci PARP ma dziatanie protekcyjne wzgledem komodrek srédbtonka i miocytéw
gtadkich Sciany naczyn [168]. W badaniach przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej wykorzystano dwa stezenia selektywnego inhibitora PARP-1 — DPQ (1 i 10 uM),
ktdre prowadzity do nieznacznego, choc istotnego statystycznie i zaleznego od stezenia spadku
zywotnosci komoérek linii EA.hy926. Z tego wzgledu, w dalszych badaniach wykorzystywano
jedynie nizsze ze stezen. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty protekcyjne dziatanie DPQ
wzgledem komorek linii EA.hy926 hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru. Potwierdza
to wyniki badan przeprowadzonych przez inne grupy naukowe. Dziatanie DPQ prowadzace do
zahamowania apoptozy indukowanej poprzez aktywacje TRPM2 zostato opisane dla mysich
modeli ostrego uszkodzenia ptuc, zmian neurodegeneracyjnych oraz migreny [169—-171]. Ani
wsp., zaobserwowali, ze nadekspresja TRPM2 w ludzkich komdrkach neuroblastomy linii SH-
SY5Y nasila indukcje Smierci spowodowanej dziataniem nadtlenku wodoru, podczas gdy DPQ
promuje przezycie komorek [172]. Sugeruje to, ze aktywnos¢ kanatu TRPM2 ma znaczenie w
procesach neurodegeneracyjnych [172]. Na chwile obecng nie przeprowadzono badan

dotyczacych wptywu DPQ na komérki srédbtonka.

Innym inhibitorem PARP, ktéry wykorzystano podczas realizacji niniejszej pracy byta
pochodna benzamidu — 3-AB. Jednakze zostat on wyeliminowany z dalszych eksperymentéow
na wczesnym etapie badan z uwagi na znaczne obnizenie zywotnosci komodrek i brak
cytoprotekcyjnego dziatania wzgledem komérek linii EA.hy926 potraktowanych nadtlenkiem
wodoru. Zwigzek ten jest jednym z najlepiej poznanych i czesto wykorzystywanych inhibitoréw
PARP zaréwno w badaniach in vitro, jak i in vivo. Efektywnos$é 3-AB w hamowaniu aktywnosci
PARP jest wieksza niz dla nikotynamidu czy benzamidu [173]. Nie mniej jednak, wykazano, ze
zastosowanie 3-AB moze prowadzi¢ np. do zahamowania metabolizmu glukozy czy syntezy
DNA w komérkach limfoidalnych oraz zaburza¢ reakcje z udziatem mono i poli(ADPR) [174—
176]. W badaniach bedgcych podstawg niniejszej rozprawy doktorskiej wykorzystano
milimolowe stezenia 3-AB (2,5 oraz 5 mM) wybrane na podstawie przeglagdu dostepnej
literatury, ktéra potwierdzita efektywne hamowanie aktywnosci PARP przez 3-AB dla zakresu
stezen 2-10 mM. Wato podkreslié, ze konieczno$¢ wykorzystania wysokich dawek,

wspomniane skutki uboczne oraz niespecyficzne dziatanie 3-AB znacznie ograniczaja
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mozliwos¢ jego wykorzystania w praktyce klinicznej. Jednakze pozytywne dziatanie 3-AB
zostato zaprezentowane np. w badaniach przedklinicznych na modelu mysim [177].
Zaobserwowano, ze jednoczesne podanie memantyny oraz 3-AB w celu zablokowania
receptorow NMDA i enzymu PARP znosito immunocytotoksyczno$¢ spowodowang podaniem
kwasu 3-nitroproprionowego, ktéry indukuje zmiany neurodegeneracyjne, podobne do tych
obserwowanych w chorobach Alzheimera, Huntingtona oraz Parkinsona [177]. Pomimo
zastosowania dos$¢ wysokiej dawki 3-AB, bo siegajgcej 20 mg/kg masy ciata, nie
zaobserwowano przy tym istotnych efektdw ubocznych. Co ciekawe, podanie substancji miato
rowniez pozytywny wptyw na wewnatrzkomoérkowy poziom ATP i NAD oraz aktywnosc
dehydrogenazy bursztynianowej, jednoczes$nie prowadzac do obnizenia poziomu mediatorow
prozapalnych, tj. TNFa i IL-6 [177]. Podanie 3-AB byto réwniez korzystne u myszy z cukrzyca
indukowang streptozotocyng i prowadzito do obnizenia poziomu glukozy oraz cholesterolu w
osoczu zwierzat [178]. Co ciekawe, Pandya i wsp. potwierdzili przy tym wyzszg skutecznosc¢ 3-
AB w hamowaniu funkcji PARP wzgledem innych inhibitoréw enzymu, jak nikotynamid i
tauryna. Tu réwniez nie zaobserwowano istotnych efektéw ubocznych dziatania 3-AB [178].
Istniejg rowniez doniesienia naukowe dotyczgce zastosowania 3-AB w celu poprawy lub
ochrony funkcji srédbtonka. Yu i wsp. wykorzystali myszy, u ktérych stosowano diete bogata
w metionine w celu indukcji hiperhomocyteinemii [179]. Wykazano, ze w aortach myszy, ktére
nie otrzymaty inhibitora PARP zaobserwowano zmiany charakterystyczne dla dysfunkcji
Srodbtonka oraz podniesiony poziom endoteliny-1. Natomiast w grupie zwierzat, ktéorym
podano dodatkowo 3-AB w dawce 20 mg/kg dziennie zmiany te zostaty w istotny sposéb
zahamowane [179]. Potwierdzono réwniez ogdlng poprawe struktury naczynia na poziomie
transmisyjnego mikroskopu elektronowego w zakresie ciggtosci btony wewnetrznej oraz
struktury komodrek miesni gtadkich, jednakze obserwowano obrzmienie i wakuolizacje
cytoplazmy komoérek srédbtonka, ktdre charakteryzowaty sie wyeksponowanymi do swiatta
naczynia i wrebiastymi jagdrami komérkowymi [179]. Nie potwierdzono za to zadnych skutkow
ubocznych samego zastosowania 3-AB. W innym badaniu, opublikowanym przez Mazzon i
wsp., komoérki HUVEC potraktowano 1 mM 3-AB na 10 min przed ekspozycjg na dziatanie
nadtlenoazotynu [180]. Jest to bardzo aktywna czgsteczka, ktéra tatwo wchodzi w reakcje
redoks z innymi zwigzkami np. z lipidami btonowymi, niszczgc ich strukture i przyczyniajac sie
tym samym do rozwoju ED [181]. Zarowno w modelu komérkowym, jak i zwierzecym, 3-AB

istotnie hamowat indukowane nadtlenoazotynem zaburzenia funkcji mitochondriéw oraz
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miedzykomorkowych potgczen typu zamykajgcego. Jednoczenie nie wykazano statystycznie
istotnego spadku przezywalnosci komérek HUVEC po zastosowaniu 1 mM 3-AB [180].
Powyzisze doniesienia nie pokrywajg sie z rezultatami uzyskanymi w ramach realizacji
niniejszej rozprawy doktorskiej, gdzie przy zastosowaniu milimolowych stezen zwigzku
obserwowano drastyczny spadek przezywalnosci komoérek oraz brak hamowania odpowiedzi
na dziatanie nadtlenku wodoru. Przyczyng tych rozbieznosci moze by¢ fakt, ze Mazzon i wsp.
analizowali komorki juz po 40 min od dodania 3-AB do medium wzrostowego, podczas gdy
efekt dziatania na komérki EA.hy926 zostat oceniony po 24 h. Mozliwym jest wiec, ze 3-AB
negatywnie wptywa na komérki srédbtonka w dtuzszej perspektywie czasu lub zastosowano
zbyt wysokie stezenie tego zwigzku. Inng mozliwoscig jest rézna odpowiedZ pomiedzy
pierwotnymi komérkami HUVEC a unieSmiertelnionymi komdrkami linii EA.hy926 na dziatanie
3-AB. Wprawdzie linie komdrkowa EA.hy926 wyprowadzono poprzez fuzje komoérek HUVEC z
komoérkami niedrobnokomérkowego raka ptuca linii A549, jednak poréwnawcza analiza
ujawnita réznice w ich wzajemnym wzorcu proteomicznym [182]. Wykazano réwniez rdznice
w zakresie morfologii komodrek, ich adhezji, a takie ekspresji genéw zwigzanych z

réznicowaniem komorek $rédbtonka [182,183].

Badania podstawowe obcigzone sg pewnymi ograniczeniami. W przypadku
przedstawionych badan jednym z czynnikdw limitujgcych jest wykorzystana linia komérkowa.
Ze wzgledu na uniesmiertelnienie komodrek, badania z ich uzyciem sg tansze i prostsze w
zaplanowaniu oraz wykonaniu. Stad linia EA.hy926 pozostaje jednym z szeroko
wykorzystywanych modeli Srédbtonka. Jednakze materiaf ten nie jest pozbawiony wad. W celu
zapewnienia najwyzszej wiarygodnosci wynikow badania z wykorzystaniem tej linii srédbftonka
nalezy prowadzi¢ na komodrkach pochodzacych z niskiej liczby pasazy oraz regularnie
sprawdzaé¢ ekspresje VE-kadheryny jako markera charakterystycznego dla komdrek
srodbtonka. Dodatkowo same komaérki niedrobnokomaérkowego raka ptuca linii A549 réowniez
charakteryzujg sie ekspresjg kanatu TRPM2. Ponadto wykazano, ze zmiany poziomu TRPM2
wptywajg na odpowiedZ tego rodzaju komédrek na rdzine czynniki, takie jak radiacja czy
cytostatyki [184,185]. Co wiecej, Srédbtonek jest grupg niezwykle heterogenng. W zaleznosci
od lokalizacji rézni¢ moze sie ekspresja oraz znaczenie poszczegélnych biatek dla
prawidtowego funkcjonowania komérek. Komarki HUVEC, a tym samym i pochodzgca od nich
linia EA.hy926 stanowig raczej model zblizony do komdrek $rédbtonka witasciwych dla

mikrounaczynienia. Warto wiec w przysztosci okresli¢ czy komorki srédbtonka pochodzace z
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wiekszych naczyn krwionosnych oraz naczyn tetniczych odpowiadajg na stres oksydacyjny
indukowany nadtlenkiem wodoru oraz obnizenie lub inhibicje TRPM2 w sposéb podobny jak
komorki EA.hy926. Naturalnym nastepnym krokiem wydajg sie by¢ komorki pierwotne
pochodzace z tetnicy wiercowej. W przypadku tego rodzaju naczyn zaburzenia funkcji
barierowej bedace objawem dysfunkcji sSrodbtonka prowadzg do gromadzenia sie substancji
wewnatrz $ciany naczynia. Prowadzi to do zwezenia $wiatfa naczynia i rozwoju procesu

miazdzycowego.

Elementem, ktdry rowniez warto wprowadzi¢ w eksperymentach z wykorzystaniem
Srédbtonka jest hodowla w przeptywie. Przeptyw krwi przez naczynia i jej nacisk na
powierzchnie srédbtonka sg istotne dla funkcjonowania bariery. Same sity $cinajace s w
stanie wptyng¢ na zachowanie komoérek srédbtonka. Stad w celu utrzymania warunkéw jak
najbardziej zblizonych do tych fizjologicznych istotna wydaje sie by¢ hodowla komadrek
Srédbtonka z wykorzystaniem pomp perystaltycznych imitujgcych przeptyw  krwi.
Zastosowanie przeptywu medium pozwoli rowniez lepiej odzwierciedli¢ sygnalizacje redoks
fizjologicznie oddziatujgcg na komdrki srédbtonka. Wiadomo, ze lokalna produkcja ROS jest
istotna dla funkcjonowania bariery srédbtonkowej i odpowiedzi komdrek na zmieniajace sie
warunki. Zaréwno podniesienie poziomu ROS, jak pdZniejszy naptyw jondw Ca?* do komdrek
sq zjawiskami ograniczonymi w czasie i przestrzeni. Traktowanie monowarstwy komodrek
danym stezeniem nadtlenku wodoru moze przynies¢ inne wyniki niz chwilowy stres

oksydacyjny oddziatujgcy ma komérki w warunkach fizjologicznych.

Dodatkowym ograniczeniem dotyczgcym wszystkich badan nad sygnalizacjg wapniowg
w komoérkach sg sprzetowe limity w rozdzielczosci i szybkosci zbierania danych. Regulacja
wewnatrzkomdérkowego stezenia jondw Ca?* jest niezwykle szybka. Jony uwalniane sg lokalnie
z ER i ponownie w niej zamykane. Btonowe kanaty jonowe ulegajg otwarciu, a pompy jonowe
wypompowujg wapn z powrotem do przestrzeni zewnatrzkomadrkowej. Szybkos¢ tych zjawisk
sprawita, ze zaczeto moéwi¢ o zjawisku rozbtyskdw wapniowych ograniczonych do skali
submikronowej i submilisekundowej. Zdarzenia takie obserwowane sg na przyktad w trakcie
migracji komadrek, gdzie rozbtyski wapniowe korelujg z miejscami reorganizacji cytoszkieletu
aktynowego. Choé komercyjna dostepno$é wskaznikéw jondw Ca?* sprawita, ze stosunkowo
fatwo mozna ocenié¢ zmiany poziomu wapnia w catej objetosci komadrki. Jednakze, obserwacja

rozbtyskdw wapniowych mozliwa jest nadal w niewielu osrodkach naukowych na swiecie, gdyz
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wymaga niezwykle czutej i szybkiej aparatury detekcyjnej. Nie kazdy wskaznik daje réwniez
mozliwos¢ bezposredniego przetozenia intensywnosci jego fluorescencji na stezenie jondéw

Ca%.

Kolejnym elementem, ktéry nalezatoby doprecyzowac to wptyw inhibitorow TRPM2
oraz enzymu PARP na inne rodzaje komoérek. Ekspresje TRPM2 potwierdzono w przypadku
wielu réznych typow komoérek, w tym w neuronach, komdrkach gleju, hepatocytach, czy
nabtonku kanalikéw proksymalnych nerki [153,186,187]. Z kolei enzym PARP jest elementem
odpowiedzi komérek na uszkodzenia materiatu genetycznego. Rodzi sie wiec pytanie o
potencjalne skutki uboczne systemowego podania tego typu inhibitoréw. W badaniach
przeprowadzonych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wykazano réwniez niewielki
spadek zywotnosci komérek w wyniku podania samych inhibitoréw, przy czym efekt ten, w
wiekszosci przypadkow, byt zalezny od stezenia substancji. Kluczowe wiec jest takie dobranie
stezen inhibitorow, by zachowad jak najwiekszg skutecznos¢ przy jednoczesnej dbatosci o

bezpieczenstwo stosowania.

121



6. WNIOSKI

Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania pozwolity na postawienie

nastepujacych wnioskéw:

1. Stres oksydacyjny imitowany poprzez hodowle komodrek EA.hy926 w obecnosci
nadtlenku wodoru w linii EA.hy926 indukuje zmiany charakterystyczne dla dysfunkcji
$rodbfonka.

2. Obnizenie endogennej ekspresji kanatu TRPM2 w komérkach linii EA.hy926 nie wptywa
na ich funkcje zyciowe oraz organizacje cytoszkieletu aktynowego.

3. Obnizenie endogennej ekspresji kanatu TRPM2 w komdérkach linii EA.hy926 znaczaco
ogranicza negatywne skutki dziatania nadtlenku wodoru.

4. Inhibitory TRPM2 (ACA, FFA) i PARP (DPQ) wykazujg dziatanie protekcyjne wzgledem
komorek srédbtonka linii EA.hy926 traktowanych nadtlenkiem wodoru w podobnym
stopniu, co obnizenie endogennej ekspresiji.

5. 3-AB w stezeniach milimolowych nasila smieré komodrek $rodbtonka linii EA.hy926, co
uniemozliwia jego potencjalne wykorzystanie jako inhibitora PARP, a posrednio
rowniez TRPM2 w prewencji i terapii choréb uktadu krazenia.

6. Btonowy kanat wapniowy TRPM2 moze by¢ rozwazany jako potencjalny cel
terapeutyczny w prewencji i terapii choréb uktadu sercowo-naczyniowego, ktérych

podtozem jest stres oksydacyjny.
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7. STRESZCZENIE

Prawidtowe funkcjonowanie bariery s$rédbtonkowej jest jednym z warunkow
zachowania homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego. W przebiegu dysfunkcji srddbtonka
obserwowane sg zmiany w adhezji na poziomie komdrka-komodrka oraz komdrka-macierz
zewnatrzkomodrkowa, organizacji cytoszkieletu, migracji i Smierci komodrek, a co za tym idzie,
rowniez w przepuszczalnosci srodbtonka. Jednym z czynnikdw prowadzacych do dysfunkcji
srddbtonka jest stres oksydacyjny. Skutkiem zaburzen réwnowagi oksydoredukcyjnej w
komodrce jest uszkodzenie czgsteczek lipidow, biatek oraz DNA. Nasilone dziatanie
reaktywnych form tlenu prowadzi réwniez do wzrostu poziomu jondéw Ca?* w cytoplazmie.
Jony te stanowig istotny wewngatrzkomérkowy przekaznik informacji, stad ich stezenie jest
Scisle kontrolowane przez liczne kanaty i pompy jonowe zlokalizowane w bfonie komérkowe;j
i siateczce srédplazmatycznej. Jednym z btonowym kanatéw wapniowych, ktérego aktywacje
obserwuje sie w przebiegu stresu oksydacyjnego jest kanat potencjatu receptora
przejsciowego dla melastatyny 2 (TRPM2, ang. transcient receptor potential melastatin 2).
Najlepiej opisanym aktywatorem TRPM2 jest ADP-ryboza. Wzrost poziomu ADP-rybozy
nastepuje z udziatem enzymdéw PARP i PARG w odpowiedzi na jednoniciowe pekniecia w
obrebie DNA, co moze by¢ skutkiem dziatania stresu oksydacyjnego. Kanat TRPM2 stanowi

wiec punkt taczacy stres oksydacyjny, jony Ca?* i dysfunkcje $rédbtonka.

Celem pracy byta ocena znaczenia kanatu wapniowego TRPM2 w kontekscie
funkcjonowania i odpowiedzi komodrek srddbtonka naczyniowego na warunki stresu
oksydacyjnego, jak réwniez ocena mozliwosci potencjalnego wykorzystania inhibitorow
kanatu TRPM2 albo enzymu PARP w prewencji i terapii choréb uktadu krazenia, ktérych

powstawanie zwigzane jest ze stanem dysfunkcji srédbtonka.

Materiatem wykorzystanym w badaniach byty modelowe komérki srédbtonka linii
EA.hy926. W celu indukcji stresu oksydacyjnego komérki hodowano w obecnosci nadtlenku
wodoru przez 24 h. W celu manipulacji poziomem ekspresji TRPM2 do komérek wprowadzono
siRNA przeciwko TRPM2 wykorzystujgc technike elektroporacji metodg nukleofekcji. Jako
kontrole zastosowano zaréwno komérki nietransfekowane, jak i transfekowane siRNA o
sekwencji niemajgcej miejsc rozpoznania w ludzkich mRNA. Réznice w odpowiedzi komédrek

na dziatanie nadtlenku wodoru wobec ekspresji TRPM2 badano w zakresie: ich zywotnosci,

123



rodzaju indukowanej $mierci, wewnatrzkomdrkowego poziomu jonéw Ca?*, zdolnosci
migracyjnych, poziomu i lokalizacji wybranych biatek potgczen miedzykomdrkowych oraz
organizacji cytoszkieletu aktynowego. W celu obnizenia aktywnos$ci kanatu TRPM2
wykorzystano wstepng inkubacje komodrek z inhibitorami kanatu (kwas N-(p-
Amylocynamoilo)antranilowy — ACA oraz kwas flufenamowy — FFA) lub enzymu PARP (3-
amonobenzamid — 3-AB oraz 3,4-dihydro-5[4-(1-piperydynylo)butoksy]-1(2H)-izochinolinon —
DPQ) na 30 min przed ekspozycjg komorek na dziatanie nadtlenku wodoru. Kontrole stanowity
komoérki hodowane w medium wzrostowym bez dodatku nadtlenku wodoru. Odpowiedz
komodrek na wybrane inhibitory TRPM2 albo PARP, nadtlenek wodoru oraz kombinacje danego
inhibitora i nadtlenku wodoru oceniono z wykorzystaniem: testu MTT, w zakresie zmian w
rozktadzie faz cyklu komérkowego, rodzaju indukowanej $Smierci komérek, potencjatu
migracyjnego oraz znakowania fluorescencyjnego wybranych biatek pofaczen
miedzykomorkowych oraz cytoszkieletu aktynowego. Stezenia zastosowanych inhibitorow
TRPM2 lub PARP oraz nadtlenku wodoru zostaty wybrane na podstawie dostepnych danych

literaturowych oraz wynikéw testu MTT.

Ocena zywotnosci komérek z wykorzystaniem testu MTT wykazata, ze w grupie
komorek nietransfekowanych po potraktowaniu nadtlenkiem wodoru dochodzi do spadku ich
aktywnosci metabolicznej w sposéb zalezny od stezenia. Podobnie, komérki transfekowane
siRNA kontrolnym odpowiadaty na wybrane stezenia nadtlenku wodoru w sposéb zblizony do
komodrek nietransfekowanych. Z kolei komorki transfekowane siRNA przeciwko TRPM2
cechowaty sie wyzszg zywotnoscig w porownaniu do grupy komaérek nietransfekowanych lub
transfekowanych siRNA kontrolnym potraktowanych poszczegdlnymi stezeniami nadtlenku
wodoru. Obnizenie aktywnosci kanatu TRPM2 poprzez wstepng inkubacje komodrek z
wybranymi inhibitorami kanatu TRPM2 albo enzymu PARP hamowato réwniez negatywne
oddziatywanie nadtlenku wodoru na komorki linii EA.hy926. Wyjatkiem byt 3-AB, ktéry
indukowat znaczny spadek zywotnosci komodrek linii EA.hy926 i nie wykazywat dziatania
protekcyjnego wzgledem obecnosci nadtlenku wodoru w medium wzrostowym, przez co
wyeliminowano go z dalszych badan. Na podstawie wynikéw testu MTT, do kolejnych
eksperymentow wybrano stezenie 100 uM nadtlenku wodoru, jako najnizsze, dla ktérego
zaobserwowano istotng statystycznie rdéznice w odpowiedzi komédrek nietransfekowanych

oraz z obnizong aktywnoscig lub poziomem TRPM2. Podwdjne barwienie komérek aneksyng
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V i jodkiem propidyny wykazato, ze hodowla komaérek linii EA.hy926 w obecnosci nadtlenku
wodoru indukuje smieré komorek na drodze apoptozy, co byto widoczne zaréwno w grupie
komodrek nietransfekowanych oraz transfekowanych siRNA kontrolnym. W przypadku
komorek transfekowanych siRNA przeciwko TRPM2 nie zaobserwowano istotnej statystycznie
réznicy w odsetku komérek apoptotycznych pomiedzy nietraktowang kontrolg a komadrkami
hodowanymi w obecnosci nadtlenku wodoru. Indukowana nadtlenkiem wodoru $mierc
komodrek na drodze apoptozy zostata rowniez efektywnie zahamowana poprzez zastosowanie
wybranych inhibitoréw kanatu TRPM2 albo enzymu PARP. Ponadto, nadtlenek wodoru
skutkowat szybkim wzrostem fluorescencji wskaznika jondw Ca®** w komdrkach
nietransfekowanych. Efekt ten zostat znaczgco ograniczony w komérkach transfekowanych
siRNA przeciwko TRPM2. Cytometryczna ocena intensywnosci fluorescencji Pl w obecnosci
RNAz wykazata zmiane w zakresie rozktadu cyklu komorek traktowanych nadtlenkiem wodoru
przez 24 h wzgledem komoérek kontrolnych. Inkubacja komérek z ACA i FFA nie powodowata
widocznych zmian w zakresie rozktadu cyklu komérkowego w odniesieniu do kontroli.
Natomiast w przypadku komoérek poddanych dziataniu DPQ, zaobserwowano niewielki wzrost
ilosci komodrek o zawartosci DNA specyficznej dla tych, ktére znajdujg sie pomiedzy fazg G1 a
G2 cyklu. Nie zaobserwowano zmian w odniesieniu do komdrek kontrolnych w zakresie
rozktadu cyklu komérek potraktowanych ACA, FFA oraz DPQ a nastepnie hodowanych w
obecnosci nadtlenku wodoru przez 24 h. Testy migracyjne, tj. test gojenia sie ran oraz test
migracji wobec srodowiska chemoatrakcyjnego, wykazaty, ze hodowla komérek linii EA.hy926
w obecnosci 100 pM nadtlenku wodoru przez 24 h skutkuje ograniczeniem zdolnosci
migracyjnych komérek. W grupie komdrek nietransfekowanych po potraktowaniu ich 100 uM
nadtlenkiem wodoru zaobserwowano istotne statystycznie rdznice wzgledem kontroli w
powierzchni ran w wybranych punktach czasowych oraz zmniejszenie ilosci komérek zdolnych
do migracji przez membrane insertéw o porach wielkosci 3 um. W przypadku komérek
transfekowanych siRNA przeciwko TRPM2 réwniez widoczny byt niewielki spadek zdolnosci
migracyjnych komadrek, jednak rdéznice te nie byty znaczace wzgledem komodrek kontrolnych.
Hodowla komédrek w obecnosci wybranych inhibitoréw TRPM2 albo PARP nie wptywata
istotnie na zdolno$¢ ruchu komdédrek. W przypadku komorek potraktowanych wstepnie
inhibitorami przez 30 min, a nastepnie hodowanych w obecnosci nadtlenku wodoru,
potwierdzono skuteczne ograniczenie negatywnego oddziatywania nadtlenku wodoru na

migracje komarek. Wykorzystany do badan inhibitor enzymu PARP — DPQ, najskuteczniej
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hamowat ograniczenie migracji komérek spowodowane dziataniem nadtlenku wodoru.
Fluorescencyjne znakowanie biatek wchodzgcych w sktad potaczen miedzykomorkowych oraz
cytoszkieletu aktynowego wykazato, ze potraktowanie komodrek nadtlenkiem wodoru
skutkowato przeksztatceniem sie wzoru potaczen miedzykomorkowych na rozktad punktowy.
Co wiecej, utrata komodrek poprzez ich Smieré¢ na drodze apoptozy oraz ograniczenie ciggtosci
potgczen miedzykomérkowych skutkowaty pojawieniem sie dodatkowych przestrzeni
pomiedzy komodrkami. Obnizenie poziomu TRPM2 wykazywato dziatanie protekcyjne
wzgledem monowarstwy komérkowej. Nawet pod wptywem dziatania nadtlenku wodoru,
zachowany zostat ciggly charakter potgczen miedzykomérkowych oraz nie obserwowano
istotnie wiekszych przestrzeni pomiedzy sgsiadujgcymi komdrkami. Nie wida¢ byto réwniez
zwiekszonej ilosci komoérek o cechach smierci na drodze apoptozy. Wprawdzie w przypadku
komorek potraktowanych wybranymi inhibitorami TRPM2 albo PARP 30 min przed wiasciwym
traktowaniem nadtlenkiem wodoru przez 24 h zaobserwowano cechy poliploidii wyrazone
obecnoscig dodatkowych mikrojgder, to zmiany te nie byly jednak tak nasilone jak w
przypadku komodrek potraktowanych wytgcznie nadtlenkiem wodoru. Co wiecej,
obserwowano wyraznie mniej komérek o cechach sugerujgcych smieré¢ komérek na drodze
apoptozy, a gestos¢ monowarstwy oraz ciggtosc struktury potaczen miedzykomérkowych byta
zblizona do tej obserwowanej w kontroli. Wyniki te potwierdzono wykorzystujgc ocene
potranslacyjnej ekspresji biatek metodg Western blot. W komdrkach nietransfekowanych po
potraktowaniu ich nadtlenkiem wodoru 100 uM przez 24 h potwierdzono znaczacy spadek
ekspresji biatek wchodzacych w sktad potaczen miedzykomérkowych, czego nie potwierdzono

dla zadnej z pozostatych grup badanych.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze stres oksydacyjny imitowany w komarkach linii EA.hy926
poprzez traktowanie ich nadtlenkiem wodoru prowadzi do zmian charakterystycznych dla
dysfunkcji srédbtonka. Ograniczenie poziomu kanatu TRPM2 poprzez transfekcje komérek
siRNA przeciwko TRPM2 oraz zmniejszenie aktywnosci kanatu z wykorzystaniem inhibitoréw
TRPM2 albo PARP wykazujg dziatanie protekcyjne wzgledem komodrek $rédbtonka linii
EA.hy926 traktowanych nadtlenkiem wodoru. Btonowy kanat wapniowy TRPM2 moze wiec
byé rozwazany jako potencjalny cel terapeutyczny w prewencji i terapii choréb uktadu
sercowo-naczyniowego, ktérych podtozem jest stres oksydacyjny. Ponadto, wykorzystane w

badaniach inhibitory kanatu TRPM2 (ACA i FFA) lub enzymu PARP (DPQ) skutecznie hamuja

126



odpowiedz komérek linii EA.hy926 na dziatanie nadtlenku wodoru, jednak mozliwos¢ ich

aplikacji klinicznej wymaga dalszych badan.

127



8. SUMMARY

The proper functioning of the endothelial barrier is one of the conditions for
maintaining homeostasis of the cardiovascular system. In the course of endothelial
dysfunction, changes in cell-cell and cell-extracellular matrix adhesion, cytoskeleton
organization, cell migration and death, and thus also in endothelial permeability are observed.
One of the factors leading to endothelial dysfunction is oxidative stress. The result of redox
imbalance in the cell is damage to lipids, proteins and DNA molecules. Increased activity of
reactive oxygen species also leads to an increase in the level of Ca?* in the cytoplasm. These
ions are an important intracellular messenger, hence their concentration is strictly controlled
by numerous channels and ion pumps located in the cell membrane and endoplasmic
reticulum. One of the membrane calcium channels, which activation is observed in the course
of oxidative stress is the transient receptor potential melastatin 2 (TRPM2) channel. The best
described TRPM2 activator is ADP-ribose. The increase in the level of ADP-ribose occurs with
the participation of PARP and PARG enzymes in response to single-strand breaks within the
DNA, which may be the result of oxidative stress. Thus, the TRPM2 channel is the connector

between oxidative stress, Ca* ions and endothelial dysfunction.

The study aimed to assess the role of the TRPM2 calcium channel in the context of the
functioning and response of vascular endothelial cells to oxidative stress conditions, as well as
to assess the potential use of TRPM2 channel or the PARP enzyme inhibitors in the prevention

and treatment of cardiovascular diseases associated with endothelial dysfunction.

The material used in the study were model endothelial cells of the EA.hy926 cell line.
To induce oxidative stress, the cells were cultured in the presence of hydrogen peroxide for
24 h. Downregulation of TRPM2 channel was performed using TRPM2 siRNA introduced into
the cells using nucleofection and electroporation technique. Both non-transfected and
transfected cells with siRNA sequences lacking human mRNA recognition sites were used as
controls. Differences in the response of cells to hydrogen peroxide to TRPM2 expression were
examined in terms of: cell viability, type of induced death, intracellular level of Ca%* ions,
migration potential, level and localization of selected junctional proteins and organization of
the actin cytoskeleton. In order to reduce the activity of the TRPM2 channel, cells were pre-
incubated with channel inhibitors (N-(p-Amylcinnamoyl)anthranilic acid — ACA and flufenamic

acid — FFA) or the PARP enzyme (3-amonobenzamide — 3-AB and 3,4-dihydro-5 [4-(1-
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piperidinyl)butoxy]-1(2H)-isoquinolinone — DPQ) 30 min before exposing the cells to hydrogen
peroxide. Cells cultured in growth medium without the addition of hydrogen peroxide served
as a control. The response of cells to selected TRPM2 or PARP inhibitors, hydrogen peroxide
and a combination of a given inhibitor and hydrogen peroxide was assessed using: the MTT
assay, in terms of changes in the distribution of cell cycle phases, type of induced cell death,
migration potential and fluorescent labeling of selected junctional proteins and the F-actin
cytoskeleton. The concentrations of the TRPM2 or PARP inhibitors and hydrogen peroxide

used were selected on the basis of available literature data and the results of the MTT assay.

The assessment of cell viability using the MTT assay showed that in the group of non-
transfected cells, after treatment with hydrogen peroxide, their metabolic activity decreases
in a concentration-dependent manner. The response of cells transfected with control siRNA
responded to selected concentrations of hydrogen peroxide was similar to non-transfected
cells. In turn, cells transfected with TRPM2 siRNA were characterized by higher viability
compared to the group of non-transfected or control siRNA-transfected cells treated with
hydrogen peroxide. Reducing the activity of the TRPM2 channel by pre-incubation of cells with
selected inhibitors of the TRPM2 channel or the PARP enzyme also inhibited the negative
effect of hydrogen peroxide on EA.hy926 cells. The exception was 3-AB, which induced a
significant decrease in cell viability of the EA.hy926 cells and did not show a protective effect
against the presence of hydrogen peroxide in the growth medium, which was why it was
eliminated from further research. Based on the results of the MTT assay, the concentration of
100 uM hydrogen peroxide was selected for subsequent experiments as the lowest
concentration for which a statistically significant difference was observed in the response of
non-transfected cells and cells with reduced TRPM2 activity or level. Double staining of cells
with annexin V and propidium iodide showed that culture of EA.hy926 cells in the presence of
hydrogen peroxide induces apoptotic cell death, which was visible in the group of non-
transfected and control siRNA-transfected cells. For cells transfected with TRPM2 siRNA, there
was no statistically significant difference in the percentage of apoptotic cells between
untreated control and cells cultured in the presence of hydrogen peroxide. Hydrogen
peroxide-induced apoptotic cell death was also effectively limited by the use of selected
inhibitors of the TRPM2 channel or the PARP enzyme. In addition, hydrogen peroxide resulted
in a rapid increase in fluorescence of the Ca2+ion indicator in non-transfected cells. This effect

was significantly reduced in cells transfected with TRPM2 siRNA. Cytometric evaluation of PI
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fluorescence intensity in the presence of RNAse showed a change in cycle distribution of cells
treated with hydrogen peroxide for 24 h compared to control cells. Incubation of cells with
ACA and FFA resulted in no apparent changes in cell cycle distribution relative to controls. In
contrast, in the case of cells treated with DPQ, a slight increase in the number of cells with
DNA content specific to those between the G1 and G2 phase of the cycle was observed. No
changes were confirmed in relation to control cells in terms of cell cycle distribution in groups
of cells treated with ACA, FFA and DPQ and then cultured in the presence of hydrogen
peroxide for 24 h. Wound-healing and transwell migration assays showed that the culture of
EA.hy926 cells in the presence of 100 uM hydrogen peroxide for 24 h results in a reduction in
the migratory capacity of the cells. In the group of non-transfected cells, after treating them
with 100 uM hydrogen peroxide, statistically significant differences were observed in relation
to the control in the wound area at selected time points as well as a decrease in the number
of cells able to migrate through the membrane of inserts with pores of 3 um. In the case of
cells transfected with TRPM2 siRNA there was also a slight decrease in the migratory potential
of the cells, but these differences were not significant comparing to control cells. Cell culture
in the presence of selected TRPM2 or PARP inhibitors did not significantly affect the motility
of the cells. In the case of cells pretreated with inhibitors for 30 min and then cultured in the
presence of hydrogen peroxide, the negative effect of hydrogen peroxide on cell migration
was limited. The inhibitor of the PARP enzyme — DPQ almost blocked the reduction of cell
migration caused by hydrogen peroxide. Fluorescent labeling of junctional proteins and the
actin cytoskeleton showed that treatment of cells with hydrogen peroxide resulted in the
conversion of the intercellular junction pattern into a punctuate distribution. Moreover, the
loss of cells through apoptosis and the reduction of the continuity of intercellular connections
resulted in the appearance of additional spaces between cells. Downregulation of TRPM?2
showed a protective effect on the cell monolayer. Even under the influence of hydrogen
peroxide, the continuous nature of intercellular connections was preserved and no
significantly larger spaces between adjacent cells were observed. There was also no increase
in the number of cells with features of apoptosis. However, in the case of cells treated with
selected TRPM2 or PARP inhibitors 30 min before treatment with hydrogen peroxide for 24 h,
features of polyploidy were observed, expressed by the presence of additional micronuclei,
but these changes were not as intense as in the case of cells treated only with hydrogen

peroxide. Moreover, significantly fewer cells with features suggestive of apoptosis were
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observed, while the density of the monolayer and the continuity of the structure of
intercellular junctions were similar to those observed in the control. These results were
confirmed by assessing post-translational protein expression by Western blot. In non-
transfected cells, after treating them with 100 uM hydrogen peroxide for 24 h, a significant
decrease in the expression of intercellular junctions proteins was confirmed, which was not

observed for any of the other study group.

The obtained results indicate that oxidative stress in EA.hy926 cells leads to changes
characteristic of endothelial dysfunction. Downregulation of TRPM2 channel by transfection
with TRPM2 siRNA and reduction of its activity using TRPM2 or PARP inhibitors show a
protective effect on endothelial cells of the EA.hy926 cell line treated with hydrogen peroxide.
The TRPM2 channel may therefore be considered as a potential therapeutic target in the
prevention and therapy of cardiovascular diseases caused by oxidative stress. In addition, the
inhibitors of the TRPM2 channel (ACA and FFA) or the PARP enzyme (DPQ) used in the research
effectively inhibit the response of EA.hy926 cells to hydrogen peroxide, but the possibility of

their clinical application requires further research.
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9. ZGODA KOMISJI BIOETYCZNE)J

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
Collegium Medicum im L. Rydygiera w Bydgoszczy
- KOMISJA BIOETYCZNA
Ul. M. Sklodowskiej-Curie 9, 85-094 Bydgoszcz, tel.(052) 585-35-63, fax.(052) 585-38-11

KB 787/2019 Bydgoszcz, 19.11.2019r.

Dziatajac na podstawie art.29 Ustawy z dnia 5 grudnia 1996 roku o zawodzie lekarza (Dz.U. z 1997 r. Nr
28 poz. 152 (wraz z pdzniejszymi zmianami), zarzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja
1999 r. w sprawie szczegdtowych zasad powolywania i finansowania oraz trybu dziatania komisji bioetycznych
(Dz.U.Nr 47 poz.480) oraz Zarzadzeniem Nr 21 Rektora UMK z dnia 4 marca 2009 r. z pdzn. zm. w sprawie
powotania oraz zasad dziatania Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu przy
Collegium Medicum im Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy oraz zgodnie z zasadami zawartymi w ICH — GCP

Komisja Bioetyczna przy UMK w Toruniu, Collegium Medicum w Bydgoszczy

(sktad podano w zataczeniu), na posiedzeniu w dniu 19.11.2019 r. przeanalizowata wniosek,
ktory ztozyta kierownik badania:

prof. dr hab. n. med. Alina Grzanka
Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii
Collegium Medicum w Bydgoszczy

z zespotem w sktadzie

- prof. dr hab. n. med. Alina Grzanka, dr n. med. Maciej Gagat,
mgr Wioletta Zielinska,
w sprawie badania:

»Rola jonéw wapnia w reakcji zapalnej ludzkiego S$rédblonka naczyn

krwiono$nych.”

Po zapoznaniu si¢ ze ztozonym wnioskiem i w wyniku przeprowadzonej dyskusji oraz glosowania
Komisja podjeta

Uchwale¢ o pozytywnym zaopiniowaniu wniosku

w sprawie przeprowadzenia badan w zakresie okreslonym we wniosku
Zgoda obowiqzuje od daty posiedzenia (19.11.2019 r.) do korica 2024r.

Wydana opinia dotyczy tylko rozpatrywanego wniosku z uwzglednieniem przedstawionego projektu;
kazda zmiana i modyfikacja wymaga uzyskania odrebnej opinii.

Prof. dr hab. med. [Karol Sliwka

Przewodn&‘qzacy Komisji Bioetycznej
L Sy
Otrzymuje:
prof. dr hab. n. med. Alina Grzanka
Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii

Collegium Medicum w Bydgoszczy
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