7. STRESZCZENIE

Prawidtowe funkcjonowanie bariery s$rdodbfonkowej jest jednym 2z warunkéw
zachowania homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego. W przebiegu dysfunkcji srddbtonka
obserwowane sg zmiany w adhezji na poziomie komérka-komérka oraz komérka-macierz
zewnatrzkomérkowa, organizacji cytoszkieletu, migracji i smierci komoérek, a co za tym idzie,
rowniez w przepuszczalnosci srodbtonka. Jednym z czynnikdw prowadzacych do dysfunkcji
srodbtonka 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 jonéw Ca?* w cytoplazmie.
Jony te stanowig istotny wewnatrzkomérkowy przekaznik informacji, stad ich stezenie jest
scisle kontrolowane przez liczne kanaty i pompy jonowe zlokalizowane w btonie komdrkowej
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 TRPM?2 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 tagczacy stres oksydacyjny, jony Ca?* i dysfunkcje srédbtonka.

Celem pracy byta ocena znaczenia kanatu wapniowego TRPM2 w kontekscie
funkcjonowania i odpowiedzi komorek Ss$rédbtonka 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 sSrédbtonka.

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

na dziatanie nadtlenku wodoru wobec ekspresji TRPM2 badano w zakresie: ich zywotnosci,
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rodzaju indukowanej $mierci, wewngtrzkomérkowego poziomu jonéw Ca?*, zdolnosci
migracyjnych, poziomu i lokalizacji wybranych biatek potgczen miedzykomdrkowych oraz
organizacji cytoszkieletu aktynowego. W celu obnizenia aktywnosci kanatu TRPM2
wykorzystano wstepng inkubacje komoérek 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 inhibitoréw
TRPM2 lub PARP oraz nadtlenku wodoru zostaty wybrane na podstawie dostepnych danych

literaturowych oraz wynikéw testu MTT.

Ocena zywotnosci komdrek 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, komoérki transfekowane
siRNA kontrolnym odpowiadaty na wybrane stezenia nadtlenku wodoru w sposéb zblizony do
komodrek nietransfekowanych. Z kolei komérki transfekowane siRNA przeciwko TRPM?2
cechowaly sie wyzszg zywotnoscig w pordwnaniu do grupy komoérek nietransfekowanych lub
transfekowanych siRNA kontrolnym potraktowanych poszczegdlnymi stezeniami nadtlenku
wodoru. Obnizenie aktywnosci kanatu TRPM2 poprzez wstepng inkubacje komoérek z
wybranymi inhibitorami kanatu TRPM2 albo enzymu PARP hamowato réwniez negatywne
oddziatywanie nadtlenku wodoru na komorki linii EA.hy926. Wyjgtkiem byt 3-AB, ktory
indukowat znaczny spadek zywotnosci komorek linii EA.hy926 i nie wykazywat dziatania
protekcyjnego wzgledem obecnosci nadtlenku wodoru w medium wzrostowym, przez co
wyeliminowano go z dalszych badain. Na podstawie wynikéw testu MTT, do kolejnych
eksperymentéw wybrano stezenie 100 uM nadtlenku wodoru, jako najnizsze, dla ktérego
zaobserwowano istotng statystycznie réznice w odpowiedzi komérek nietransfekowanych

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

migracje komoérek. Wykorzystany do badan inhibitor enzymu PARP — DPQ, najskuteczniej
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hamowat ograniczenie migracji komoérek spowodowane dziataniem nadtlenku wodoru.
Fluorescencyjne znakowanie biatek wchodzgcych w sktad potgczen miedzykomoérkowych oraz
cytoszkieletu aktynowego wykazato, ze potraktowanie komodrek nadtlenkiem wodoru
skutkowato przeksztatceniem sie wzoru potaczen miedzykomérkowych na rozktad punktowy.
Co wiecej, utrata komorek 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 komdrkowej. Nawet pod wptywem dziatania nadtlenku wodoru,
zachowany zostat ciggly charakter potgczen miedzykomodrkowych oraz nie obserwowano
istotnie wiekszych przestrzeni pomiedzy sgsiadujgcymi komoérkami. Nie wida¢ byto réwniez
zwiekszonej ilosci komorek o cechach smierci na drodze apoptozy. Wprawdzie w przypadku
komodrek potraktowanych wybranymi inhibitorami TRPM2 albo PARP 30 min przed wtasciwym
traktowaniem nadtlenkiem wodoru przez 24 h zaobserwowano cechy poliploidii wyrazone
obecnoscig dodatkowych mikrojader, to zmiany te nie byly jednak tak nasilone jak w
przypadku komdrek potraktowanych wytgcznie nadtlenkiem wodoru. Co wiecej,
obserwowano wyraznie mniej komodrek o cechach sugerujgcych smieré¢ komédrek 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 komaérkach nietransfekowanych po
potraktowaniu ich nadtlenkiem wodoru 100 puM przez 24 h potwierdzono znaczacy spadek
ekspres;ji biatek wchodzgcych w sktad potaczen miedzykomaorkowych, 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 srodbtonka. Ograniczenie poziomu kanatu TRPM2 poprzez transfekcje komorek
siRNA przeciwko TRPM2 oraz zmniejszenie aktywnosci kanatu z wykorzystaniem inhibitorow
TRPM2 albo PARP wykazujg dziatanie protekcyjne wzgledem komodrek srédbtonka linii
EA.hy926 traktowanych nadtlenkiem wodoru. Btonowy kanat wapniowy TRPM2 moze wiec
by¢ 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
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odpowiedZ komorek linii EA.hy926 na dziatanie nadtlenku wodoru, jednak mozliwos¢ ich

aplikacji klinicznej wymaga dalszych badan.
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