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A. Kotodziejczyk, Praca doktorska

Rozdzial 1. Wstep

Mimo rozlegtej wiedzy na temat choréb Srdédbtonkowych oraz farmaceutykéw
stosowanych w chorobach uktadu sercowo - naczyniowego istnieje cigglta potrzeba
opracowywania nowych lekéw Srdédbtonkowych. Stad tez niezbedne jest ich testowanie
réznymi metodami oraz rozwo6j nowych metod badawczych in vivo oraz in vitro. Jedna z
niekonwencjonalnych metod badawczych jest spektroskopia sit atomowych (AFS), ktéra jest
gtownym narzedziem badawczym wykorzystanym w niniejszej pracy doktorskiej. Metoda ta
stanowi uzupetnienie mikroskopu sit atomowych i pozwala na iloSciowe okreSlenie
wlasciwo$ci mechanicznych na poziomie pojedynczej komdrki [1-4]. Ocena wtasciwosci
mechanicznych, a przede wszystkim rejestracja ich zmian jest niezwykle waznym aspektem
w badaniach komérek $rédbtonka. Srédbtonek - monowarstwa komérek wyscielajaca
naczynia krwionos$ne, ze wzgledu na swoje umiejscowienie in vivo, podlega ciggtemu
zwezaniu irozszerzaniu, stad tez elastyczno$¢ tych komorek petni kluczowa role w
zrozumieniu fizjologicznych proceséw miedzykomérkowych zwigzanych z przeptywem krwi,
endogeneza oraz regulacja ci$nienia tetniczego. W ostatniej dekadzie powstato wiele prac
zwigzanych z zastosowaniem AFM jako narzedzia do badania morfologii a takze jako
mechanicznego nanosensora do charakteryzacji dysfunkcji komoérek srédbtonka [5-7].
Kusche-Vihrog i inni [5] za pomoca mikroskopii sit atomowych pokazali, Ze ludzkie komorki
endotelialne z zyty pepowinowej (HUVEC) po zadziataniu aldosteronem zwiekszaja objetos¢
oraz pole powierzchni, co jest zwigzane ze zwiekszeniem ekspresji nabtonkowych kanatéow
sodu [ENaC] oraz zakléceniami transportu sodu. Z drugiej strony, zastosowanie antagonistow
aldosteronu - spironolaktonu oraz amilorydu odwraca efekt dziatania aldosteronu,
powodujac zmniejszenie powierzchni komorek oraz liczby kanatéw ENaC. Grupa Profesora
Oberleithnera w wielu pracach pokazuje zastosowanie spektroskopii sit do badania
dysfunkcji $rédbtonka, w tym na przyktad do okreslenia wptywu hormonéw steroidowych
takich jak estradiol ialdosteron na objeto$¢ i elastyczno$¢ komoérek sSrodbtonka [8].
Dodatkowym argumentem, ktéry pokazuje fizjologiczny aspekt badania elastycznosci jest
Sciste powigzanie tego parametru z produkcjg wydzielanego NO przez komoérki srodbtonka
atakze witoknami aktynowymi znajdujacymi sie w cze$ci korowej cytoszkieletu
komérkowego [7,9].

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest opracowanie metodyki oraz rzetelnej
procedury do badan in vitro, ktére pozwalalyby na zastosowanie AFS w analizie proceséw
zwigzanych z dysfunkcjg Srédbtonka oraz jego diagnostyka. W szczegdlnosci badania dotycza

oceny zmian strukturalnych oraz wlasciwosci mechanicznych komérek Srédbtonka
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poddanych dziataniu czynnikéw prozapalnych, nastepnie powszechnie stosowanych lekéw
zapobiegajacych jego dysfunkcji oraz potencjalnych czynnikdéw $rédbtonkowych. Pierwszym
krokiem niezbednym w ocenie przeciwzapalnego dziatania $rodkéw Srodbtonkowych jest
weryfikacja fizjologicznego stezenia tego czynnika tj. takiego, przy ktérym nie obserwuje sie
zamian fenotypu komdrek (wtym réwniez zmian elastycznosci). Nastepnie, dokonywano
oceny ,terapeutycznego” badZ ,prewencyjnego” dziatania proponowanego leku na
komoérkach w odczynie zapalnym, ktory zostat indukowany poprzez aplikacje cytokiny
prozapalnej TNF-o - czynnika martwicy nowotworéw. Uzyskane wyniki pomiaru
elastycznos$ci za pomoca AFS zostatly uzupelnione o pomiar parametréw biochemicznych
(zewnatrzkomérkowy poziom NO i prostacykliny, wewnatrzkomoérkowy poziom Ca2+) oraz o
znakowanie F-aktyny i mikroskopie fluorescencyjna.

Struktura niniejszej pracy jest nastepujaca, w dwoch pierwszych rozdziatach
wprowadzono niezbedne zagadnienia biologiczne (Rozdziat 2) oraz opis metod
eksperymentalnych uzywanych w pracy badawczej (Rozdziat 3). W Kkolejnym rozdziale
(Rozdzial 4) przedstawiono przebieg eksperymentu wraz z protokotami hodowli
komoérkowych. Druga cze$¢ pracy stanowig uzyskane wyniki, ktére podzielone s3 na piec¢
odrebnych rozdziatow. Najpierw scharakteryzowano wptyw cytokiny TNF-a na komorki
$rodbtonka, ktéra zostala wykorzystana do zdefiniowania modelu odczynu zapalnego
(Rozdziat 5). Opracowang metodyke oceny przeciwzapalnego dziatania lekéw
zaprezentowano na przykladzie simwastatyny - farmaceutyku powszechnie stosowanego w
chorobach uktadu sercowo-naczyniowego (Rozdzial 6). Rozdziat 7 stanowi pordéwnanie
dwéch antybiotykéw doksorubicyny i daunorubicyny, ktére wykazuja duzy potencjat w
terapii nowotworowej. W Rozdziale 8 i 9 zaprezentowano wyniki oceny przeciwzapalnego
dziatania czynnikéw jak dotad niezbadanych in vitro (chlorku 1-metylonikotynoamidu,
chlorku  1,4-dimetylopirydyniowego oraz chlorku 1-metylopirydyniowego), ale
wykazujacych pozadane dziatanie in vivo. Na podstawie wynikéw zbadanych substancji,
mozna wysungé wniosek, ze opracowana metodyka pozwala na wiarygodne testowanie
dziatania tych czynnikéw na poziomie pojedynczych komoérek, co stanowi uzupetnienie i
rozszerzenie badan in vivo.

Projekt byt finansowany ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w
ramach programu Innowacyjna Gospodarka (projekt koordynowany przez Jagiellonskie

Centrum Rozwoju Lekéw Uniwersytetu Jagielloniskiego, nr PO1G.01.01.02-00-069/09).
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A. Kotodziejczyk, Praca doktorska

Rozdziat 2. Biologiczne aspekty pracy

W prezentowanym rozdziale przedstawiono zagadnienia biologiczne: sr6dbtonek ludzki,
dysfunkcja $rédbtonka oraz wywotanie odczynu zapalnego $rédbtonka in vitro poprzez
zastosowanie cytokiny prozapalnej TNF-a. Ponadto przytoczono informacje literaturowe na
temat dobrze poznanych farmaceutykow stosowanych w chorobach uktadu sercowo-
naczyniowego takich jak statyny oraz przedstawiono potencjalne leki sr6dbtonkowe, ktore
wykorzystano w pracy badawczej. Dodatkowo, przedstawiono dane literaturowe na temat

antybiotykéw antracyklinowych doksorubicyny oraz daunorubicyny.
2.1 Pojecie dysfunkcji sSrodbtonka w chorobach cywilizacyjnych
2.1.1 Srédblonek ludzki

Srédbtonek ludzki jest uwazany za jeden z wiekszych organéw endokrynnych w
organizmie ludzkim (hormony wydzielane sg do krwi i oddziatuja na odlegte narzady) [10].
Komorki $srodbtonka tworza monowarstwe po wewnetrznej stronie naczyn krwionos$nych,
aprzez to stanowig bariere pomiedzy krwig i innymi warstwami komorek naczyn
krwiono$nych np. komérkami mieéni gtadkich (Rycina 2.1A). Poprzez wydzielane substancje
komorki srodbtonka oddziatuja na komérki miesni gladkich $ciany naczyniowej oraz na
elementy morfotyczne krwi. Monowarstwa $rédbtonka o grubosci 0.2-0.3pm pokryta jest
glikokaliksem, zbudowanym gtéwnie z glikozoaminoglikanéw z dominacjg siarczanu
heparanu, a przez to sSrodbtonek po wewnetrznej stronie naczynia posiada ujemny tadunek
elektrostatyczny.

Dotychczasowe badania sr6dbtonka pokazaty zréznicowanie funkcji tego organu, ktore
zwigzane s3 miedzy inny z utrzymaniem homeostazy ukladu krwiono$nego. Srédbtonek
produkuje i reaguje z wieloma zwigzkami chemicznymi, ktére wplywaja na zwezanie
i rozszerzanie naczyn krwionos$nych poprzez dziatanie parakrynne [10] (syntetyzowanie
hormonoéw dziatajgcych na sgsiadujgce komérki). Organ ten wytwarza mediatory nie tylko do
regulacji przeptywu krwi, ale réwniez uwalniane sg one podczas angiogenezy i petnia

fundamentalng role w trombocytozie [11].
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A B

prawidtowo tetnica zwezona przez
zbudowana tetnica blaszki miazdzycowe

uszkodzony
Srodbtonek

komérki migsni
gtadkich A

makrofagi widknista pokrywa

miesniéwka gtadka lipidy; wah

szczatki komorek

Rycina 2.1. Przekrdj poprzeczny prawidtowo zbudowanej tetnicy (A) oraz tetnicy zwezonej przez blaszki
miazdzycowe (B) [12].

Waznym czynnikiem wptywajacym na wazodylatacje jest tlenek azotu (NO).
NO powstaje z L-argininy poprzez oksydacje N-koncowej guaniny syntazy tlenku azotu.
W naczyniach krwionos$nych wystepuja trzy izoformy NOS: eNOS - srédbtonkowa, iNOS -
indukowana, nNOS - neuronalna, lecz najwieksze znaczenie w biologii naczyn posiadajg
pierwsze dwie z wymienionych. Syntaza eNOS powoduje synteze NO w stezeniach
nanomolarnych, co jest zwigzane z cytoprotekcyjnym dziataniem tlenku azotu. W przypadku
iNOS otrzymywany jest tlenek azotu w stezeniach mikromolarnych, co prowadzi do
cytotoksycznego dziatania tego zwigzku. Dodatkowo, wysokie stezenia NO mogg prowadzi¢
do zwiekszenia stezenia reaktywnych form tlenowych (ROS6w), ktére powoduja
powstawanie stresu oksydacyjnego. Konsekwencja stresu oksydacyjnego jest utrata
integralnosci $ciany naczyniowej oraz utatwienie przylegania leukocytéw, co prowadzi do
dysfunkcji srédbtonka, a takze moze aktywowac apoptoze. Z drugiej strony, NO w stezeniu
nanomolarnym pelni role regulatora napiecia powierzchniowego, czyli dziata relaksujaco na
mie$niéwke naczyniowa, a takze powstrzymuje agregacje i adhezje ptytek krwi.
Drugim istotnym czynnikiem $srédbtonkowym jest prostacyklina (PGI;) - hormon tkankowy z
grupy prostaglandyn wytwarzany przez S$ciany naczyn krwiono$nych gtéwnie w
Srédbtonkach ptuc z kwasu arachidonowego (AA). Hormon ten wytwarzany jest pod
wptywem takich enzymdw jak cyklooksygenazy. PGI, przeciwdziata trombocytozie dziatajac

synergicznie z NO [10].
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Dysfunkcje s$rodbtonka prowadza do powstawania choréb uktadu sercowo-
naczyniowego takich jak cukrzyca typu 2 (Zrédto aktywacji - hiperglikemia), nadci$nienie
tetnicze, hipercholesterolemia czy miazdzyca. W przypadku miazdzycy wystepuje tworzenie
sie ttuszczowych blaszek miazdzycowych zmniejszajacych przeptyw krwi, co zwigzane jest z
pojawianiem sie makrofagéw oraz limfocytéw CD4+ [12] (Rycina 1B). Ligand CD40L obecny
w limfocytach aktywuje receptor CD40 w komdrkach sroédbtonka, co powoduje ekspresje
mediatoréw zapalnych: E-selektyny, miedzykomérkowych czasteczek adhezyjnych (ICAM)
oraz naczyniowych czasteczek adhezyjnych (VCAM). Dodatkowo limfocyty wydzielaja
cytokiny prozapalne takie jak interferon gamma oraz czynnik martwicy nowotworéw TNF-q,
ktére nasilajg zainicjowang wczesniej ekspresje czasteczek adhezyjnych. W przypadku
hiperglikemii $rédbtonek wystawiony na dziatanie wysokich stezen glukozy wydziela do
pozakomdrkowej macierzy kolagen, fibronektyne oraz biatka dziatajace prozakrzepowo [13].
Dodatkowo, w tym stanie Sr6dbtonek wykazuje zmniejszona proliferacje i migracje komorek
oraz ostabienie wtasnosci fibrynolitycznych, nasila sie natomiast proces apoptozy [14-18].
Wysokie stezenie glukozy posrednio powoduje uszkodzenie $rddbtonka w wyniku syntezy
czynnikéw wzrostu oraz przekaznikow wazoaktywnych [19]. Nadci$nienie tetnicze
charakteryzuje podwyzszone stezenie czasteczek adhezyjnych [20] oraz uposledzona
biodostepnos¢ NO. Do zweryfikowania wyzej opisanych dysfunkcji $rédbtonka in vivo
wykorzystuje sie biochemiczne oraz fizyczne metody diagnostyczne.

Biochemicznymi metodami oceny czynnosci $rédbtonka in vivo sg badania stezenia
produktéw przemian NO (L-cytruliny, azotynéw i azotan6éw) oraz oznaczanie markeréw
aktywnosci $rédbtonka (czynnika von Willebranda, trombomoduliny, miedzykomérkowej
czasteczki adhezyjnej ICAM-1, E-selektyny) immunoenzymatyczng metoda ELISA. Metody
fizyczne oceny dysfunkcji srodbtonka in vivo mozna podzieli¢ na inwazyjne i nieinwazyjne
(Tabela 1). Metody wymienione w Tabeli 1 stuzg do oceny stopnia dysfunkcji $rédbtonka
invivo. W celu okreS§lenia parametréw: S$rednicy tetnicy oraz przepltywu tetniczego
najczesciej wykorzystuje sie ultrasonografie dopplerowska. Kolejno, metody FMD, PWA oraz
PWYV sa gtéwnymi technikami do badania zaawansowania proceséw miazdzycowych. FMD
ocenia mozliwo$¢ tetnicy do rozszerzania sie pod wptywem niedokrwienia, natomiast PWA
oraz PWV okre$lajg sztywno$¢/elastycznos¢ duzych naczyn krwiono$nych (badanie
tzw. ,podatnosci” naczyn tetniczych). IMT jest metoda posrednig badania dysfunkcji
srodbtonka, gdzie oceniane jest grubo$¢ kompleksu btony $rodkowej - srédbtonka (intima -
media). Stosunkowo nowa metoda jest RH-PAT, gdzie badana jest aktywno$¢ Srédbtonka na

reaktywne przekrwienie.
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Tabela 1. Fizyczne metody oceny srodbtonka naczyniowego [13]. Oznaczenia: FMD (flow mediated
dilatation) — dylatacja tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie; IMT (infima-media thickness) — grubosc
kompleksu btony srodkowej i wewnetrznej; PWA (pulse wave analysis) — analiza tetna fali; PWV (pulse
wave velocity) — predkos¢ fali tetna; RH-PAT (reactive hypermia peripheral arteria tonometry) —

tanometria tetnic obwodowych w warunkach reaktywnego przekrwienia.

Metoda Oceniany parametr

Srednica tetnicy
Inwazyjna
Przepltyw tetniczy
Nieinwazyjna:
FMD Dylatacja tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie
IMT Grubo$¢ kompleksu btony sSrodkowej i wewnetrznej
PWA i PWV Sztywno$¢ naczyn
RH-PAT Zmiany objetosci palca wynikajace z pulsacyjnego przeptywu tetniczego

Mimo dotychczasowej rozleglej wiedzy na temat komoérek srodbtonka ciggle prowadzone sa
badania, ktorych celem jest doktadne poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za funkcje
komoérek w odczynie zapalnym. Waznym punktem badawczym zmniejszajacym ryzyko
choréb uktadu sercowo-naczyniowego jest diagnostyka s$rddblonka, a takze testowanie

potencjalnych czynnikéw sréodbtonkowych.
2.1.2 Dysfunkcja srodbtonka a czynnik martwicy nowotworow - TNF-a

Komorki srodbtonka réznia sie miedzy soba ze wzgledu na umiejscowienie w uktadzie
naczyniowym. Zdrowy $rédbtonek jest aktywny i adaptacyjny (dostosowuje sie do lokalnego
mikro$wiata), natomiast utrata zorganizowanej zlozonosci jest traktowana jako cecha
choroby tego organu in vivo [21]. Przez pojecie dysfunkcji sr6dbtonka naczyn rozumie sie
funkcjonalny stan S$rdédbtonka naczyn, ktéry charakteryzuje niedobér czynnikow
wazoprotekcyjnych i zwiekszona produkcja czynnikdéw pro - koagulacyjnych [22]. Dysfunkcja
Srodbtonka in vitro zwigzana jest przede wszystkim ze zwiekszeniem przepuszczalnosci
btony komoérkowej oraz ,uposledzeniem” wydzielania NO, ktéry wspdtistnieje ze stresem
oksydacyjnym oraz zaburzeniami syntezy PGI. Kolejnym waznym wyznacznikiem dysfunkcji
jest zwiekszenie markeréw odczynu zapalenia, przede wszystkim cytokin prozapalnych.
TNF-a - czynnik martwicy nowotworéw typu alfa jest jedna z cytokin ludzkich stymulujaca
odczyn zapalny w komdrkach s$rdédbtonka. Jest produkowana przez komorki zapalne:
makrofagi i monocyty, ale takze przez komoérki srodbtonka [10]. Dziatanie TNF-a zwieksza
produkcje czasteczek adhezyjnych (VCAM, ICAM, selektyny E, P, L), a przez to zwieksza sie ich
obecnos¢ na powierzchni komoérek srédbtonka. Czasteczki adhezyjne odpowiedzialne s3 za

przyleganie i przechodzenie limfocytéw z krwi do $ciany naczynia.
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Poniewaz dzialanie TNF-a zwigzane jest z przyleganiem limfocytéw jego dziatanie in vivo
skutkuje tworzeniem sie blaszki miazdzycowej. Stymulacja sSrodbtonka t3 cytoking o stezeniu
5ng/ml przez 12h powoduje wzrost ilosci czasteczek adhezyjnych, co potwierdza
powstawanie odczynu zapalnego komorek [23]. Dodatkowo stwierdzono, Ze wysokie
stezenia TNF-a: 20 oraz 100ng/ml podane in vitro na 24h inicjuja w komoérkach srédbtonka
apoptoze [24]. W prezentowanej pracy badanie wptywu TNF-a na komoérki srédbionka
postuzyto do zdefiniowania modelu dysfunkcji srodbtonka i mozna go nazwa¢ modelem

miazdzycowym in vitro.
2.1.3 Choroby cywilizacyjne w ujeciu statystycznym

Choroby uktadu krazenia (CVD) ze wzgledu na duzg zachorowalno$¢ oraz przyczyne
zgondéw sa traktowane jako choroby cywilizacyjne. Na Rycinie 2.2 zaprezentowano
procentowy udziat CVD w catkowitej umieralnosci dla wybranych panstw w latach 1990,
1995, 2000, 2005 i1 2007 [25]. Procentowe wartosci udziatu CVD w catkowitej liczbie zgonow
dla poszczegblnych panstw stanowia istotng przyczyne umieralnoSci i mieszcza sie w
zakresie od 27 do 57%. Jednakze, zaobserwowano tendencje spadkowg udziatu choréb
krazenia w liczbie zgonéw dla krajow Europy Srodkowej (np. Polska, Niemcy),
skandynawskich (np. Norwegia), Wielkiej Brytanii, Stanéw Zjednoczonych oraz Japonii.
Z drugiej strony, w przypadku Rosji oraz Brazylii CVD zwiekszaja udziat w catkowite;j
umieralnos$ci. Zaprezentowane dane statystyczne potwierdzaja znaczacy wplyw choréb
uktadu krazenia jako przyczyny zgondw.
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Rycina 2.2. Udziat CVD w catkowitej liczbie zgonéw [%] w latach 1990, 1995, 2000, 2005 i 2007 [25].
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Celem doktadniejszego omoéwienia przyczyn umieralnosci w Polsce w latach 1990, 2000,
2005 oraz 2010 zamieszczono Rycine 2.3 bazujaca na statystykach Glownego Urzedu
Statystycznego [26].
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Rycina 2.3. Przyczyny umieralnosci w Polsce w latach 1990, 2000, 2005, 2010 i 2011 wyrazone w % [26].

Jako gtéwne przyczyny umieralnos$ci wyrdzniono: choroby uktadu krazenia, nowotwory
zlosliwe, urazy i zatrucia (w tym wypadki drogowe oraz samobodjstwa), przyczyny
niedoktadnie okre$lone oraz pozostate. CVD na terenie Polski stanowig przyczyne
najwiekszej umieralnosci (45%), prawie dwukrotnie wiecej niz w przypadku nowotworow
ztosliwych. Prezentowane wyniki badan statystycznych pokazuja tendencje spadkowa choréb
uktadu krazenia jako przyczyny zgondéw na terenie Polski w poréwnaniu z poprzednimi

latami.
2.2 Zarys wybranych farmaceutykow

2.2.1 Statyny

Leczenie chor6ob uktadu sercowo-naczyniowego zwigzanych z dysfunkcja srodbtonka
wymaga stosowania odpowiednich farmaceutykdéw. Skutecznymi lekami, ktére sa dobrze
poznane pod katem mechanizméw komoérkowych sa statyny. Statyny sa naturalnymi
produktami fermentacji réznych mikroorganizméw (np. mewastatyna, simwastatyna,
kompaktyna, lowastatyna) lub produktami syntezy chemicznej (np. fluwastatyna,
atorwastatyna, rosuwastatyna).

Statyny naturalne maja wspo6lng jednostke elementarnag, tj. -lakton, ktory sprzezony jest
z dziesieciocztonowym pierscieniem naftalenu [27]. R6Znig sie jednak strukturg chemiczng

taricuchéw bocznych R; i Rz, Wzory strukturalne wybranych statyn zaprezentowano na
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Rycinie 2.4. Statyny naturalnego pochodzenia wytwarzane sg w postaci nieaktywnego
pro-leku, a ich aktywacja zachodzi w organizmie za posSrednictwem karboksyesterazy
katalizujacej otwarcie pierscienia 3-laktonowego.

Druga klasa statyn, syntetycznego pochodzenia, zbudowana jest z charakterystycznego
pierscienia fluorofenylowego zwigzanego ze szkieletem czasteczki nasladujacej strukture
3-hydroksy-3-metylo-glutarylo-CoA. Wystepuja one w aktywnej postaci hydroksykwasu.
Obecnie przyjmuje sie, Ze otwarta konformacja pierscienia laktonowego odpowiada za
aktywnos$¢ biologiczna tej klasy lekow z powodu podobienstwa hydroksykwasu laktonu do
naturalnego substratu enzymu, reduktazy 3-HMG-CoA [28,29].

He

atorwastatyna ceriwastat}{na flu wastatyna rosuwastatyna

Rycina 2.4. Wzory strukturalne wybranych statyn.

Statyny sa lekami stosowanymi w przypadku hipercholesterolemii (zwiekszenie
cholesterolu LDL), schorzen sercowo-naczyniowych a takze udaréw moézgu. S3a one
inhibitorami reduktazy 3-hydroksy-3metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA), enzymu,
ktéry zapewnia wydajnos¢ jednej z podstawowych reakcji w procesie powstawania
cholesterolu. Zablokowanie reduktazy powoduje zmniejszenie produkcji cholesterolu
(zablokowanie szlaku mewalonowego), a takze wychwyt frakcji LDL (ztego choresteloru)
przez komorki watroby. Zdrugiej strony statyny sa czesto wykorzystywane w terapii
nowotworowej. Liczne badania in vitro pokazuja dziatanie proapoptotyczne statyn na wiele
linii komo6rek nowotworowych: raka krtani, szyjki macicy, trzustki, tarczycy, jelita grubego,
piersi, stercza oraz glejaka ztosliwego [30-36].

Jedna z naturalnie syntetyzowanych statyn, ktoéra spowalnia postep zmian
miazdzycowych w tetnicach, zmniejsza ryzyko udaru moézgu i zawatu serca mie$niowego jest

simwastatyna. Stosowana jest w przypadku hiperlipidemii, choroby wienicowej serca,
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nadci$nienia tetniczego oraz cukrzycy typu 2. Dodatkowo lek ten wptywa na zwiekszenie
produkcji tlenku azotu na $rédbtonek naczyniowy a przez to inaktywacje wolnych rodnikow
tlenowych [37]. Cho¢ simwastatyna wykazuje silne dziatanie terapeutyczne, powoduje
réwniez wiele niepozadanych efektéw w organizmie ludzkim takich jak béle mies$niowe,
ostabienie anawet uszkodzenie watroby i mie$ni (miopatia). Stad ciagla potrzeba
poszukiwania nowych lekéw $rédbtonkowych, ktére wykazywatyby dziatanie terapeutyczne,

a dodatkowo moglyby by¢ uzywane prewencyjnie.
2.2.2 Wybrane antybiotyki antracyklinowe

W celu rozwiniecia tematu wykorzystania badan elastycznosci w kontekscie diagnostyki
komorek s$rédbtonka po aplikacji lekdw przeprowadzono pomiary dwoéch antybiotykow
antracyklinowych doksorubicyny i daunorubicyny, powszechnie stosowanych w
chemioterapii. Oba czynniki sg cytostatykami powodujacymi zatrzymanie fizjologicznych
funkcji komoérek poprzez utworzenie trwatego kompleksu z DNA, co blokuje dalszy podziat
komorki i prowadzi do jej Smierci [38]. Na Rycinie 2.5 przedstawiono wzory strukturalne obu

antybiotykow.

NH; HO

Rycina 2.5. Wzory strukturalne odpowiednio daunorubicyny (A) oraz doksorubicyny (B).

Mechanizm dziatania doksorubicyny na komérki nowotworowe jest zwiazany z
wbudowywaniem sie tej czasteczki w strukture DNA powodujac jego fragmentacje oraz
rozerwanie. Powoduje to zahamowanie replikacji DNA. W zwiazku z tym dziatanie
doksorubicyny zwigzane jest z blokowaniem transkrypcji DNA na RNA hamujgc w ten sposéb
synteze RNA. Doksorubicyna jest stosowana w przypadku nastepujacych nowotworéw:
szpiczak mnogi, ziarnica ztos$liwa, chtoniaki, rak sutka, drobnokomérkowy rak ptuc, rak
pecherza moczowego, rak tarczycy i kory nadnerczy. Daunorubicyna wykazuje silniejsze
dziatanie nizZ doksorubicyna i czesto stosowana jest w terapii ostrych biataczek [38].
Jednakze oba czynniki wykazujg rowniez duza kardiotoksycznos$¢, zwigzang z zaburzeniami
struktury i funkcjonowaniem mitochondriéow [39]. Wysoka kardiotoksyczno$¢ doksorubicyny
i daunorubicyny znacznie ogranicza mozliwo$¢ aplikacji tych antybiotykéw w przypadku

terapii nowotworowych.
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2.2.3 Potencjalne leki srodblonkowe

Potencjalne leki srédbtonkowe poddane analizie to metabolit nikotynamidu chlorek 1-
metylonikotynoamidu oraz czwartorzedowe zwigzki pirydynowe: chlorek 1-
metylopirydyniowy oraz chlorek 1,4-dimetylopirydyniowy. Zwiazki te posiadaja zdolno$¢ do
stymulacji endogennej produkcji i uwalniania prostacykliny PGl, w $rédbtonku naczyn, co
pokazano in vivo, zatem moga przynosi¢ skutki terapeutyczne w chorobach zwigzanych z

dysfunkcja $rédbtonka, stresem oksydacyjnym czy niewydolnos$cig srédbtonkowej syntezy PGI..
2.2.3.a Chlorek 1-metylonikotynamidu

Chlorek 1-metylonikotynamidu (1-MNA) byl uwazany za biologicznie nieaktywny
metabolit nikotynamidu (NA), czynnika dostarczanego do organizmu ludzkiego z
pokarmem pochodzenia zwierzecego (watroba, nerki, ryby) [40]. 1-MNA powstaje w
watrobie przy udziale enzymu cytoplazmatycznego — metylotransferazy nikotynamidu
(NNMT), jest chemicznie stabilny, nietoksyczny i dobrze tolerowany [41]. Na Rycinie
2.6A zaprezentowano wzor strukturalny tego zwiagzku. Stezenie 1-MNA w osoczu i moczu
moze ulec zmianie w réznych stanach patologicznych, moze on zatem petni¢ role markera

prognostycznego (np. skutecznosci leczenia biataczki) [40,42].
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Rycina 2.6. Wzory strukturalne badanych substancji: chlorku 1-metylonikotynamidu (A), chlorku 1-
metylopirydyny (B), chlorku 1,4-dimetylopirydyny (C).

W pracach [41,43] pokazano, ze 1-MNA wykazuje przeciwzapalny efekt w dermatologii
poprzez zmniejszanie réznego typu odczyndw skérnych takich jak: tradzik rézowaty, tradzik
pospolity, oparzenia a takze przyspiesza gojenie sie ran skérnych.

Dodatkowo sprawdzono, Ze poprzez zdolnos$¢ do regulacji funkcji $ré6dbtonka posiada
anty-trombotyczne i przeciwzapalne witasciwosci w chorobach uktadu sercowo-
naczyniowego [44,45]. Trombocytoza tetnicza zostata wywotana na modelu szczurzym [45]
poprzez elektryczng stymulacje tetnicy szyjnej metoda opisang przez Schumachera i wsp.
[46]. Zaobserwowano, ze 1-MNA w zalezno$ci od dawki redukuje powstanie zakrzepu

(najsilniej dla dawki 30mg/kg). Dodatkowo w pracy tej zmierzono wydzielanie stabilnego
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metabolitu PGI; - 6ketoPGFi, do krwi u szczuréw z prawidlowym ci$nieniem tetniczym
i otrzymano wzrost metabolitu po 20min od podania 1-MNA, co Swiadczy o anty-
trombotycznym dziataniu tego zwigzku [45]. Tak jak zaznaczono w podrozdziale 2.1.1,
wydzielanie prostacykliny jest zwigzane z metabolizowaniem kwasu arachidonowego przez
cyklooksygenazy, a takze jest synergiczne z NO. Dlatego waznym punktem wyjasniajacym
dziatanie tego zwigzku in vivo jest oznaczenie odpowiedzi trombolitycznej 1-MNA.
Mechanizm dziatania chlorku 1-metylonikotynamidu in vivo zostat oznaczony poprzez
blokowanie szlaku syntezy PGI. tj. poprzez aplikacje nastepujacych inhibitoréw: nie-
selektywnej cyklooksygenazy (COX), selektywnej cyklooksygenazy (COX - 2) oraz syntazy
tlenku azotu [45]. Otrzymane wyniki potwierdzity charakter dziatania 1-MNA - zalezny od
COX - 2 [45]. Przeciwzapalne witasciwosci 1-MNA potwierdza réwniez stymulacja komorek
do produkcji NO poprzez zwiekszenie aktywnosci syntaz eNOS [47].

Kolejno, Bartus i wsp. [48] potwierdzili cytoprotekcyjny wptyw 1-MNA u szczuréw z
cukrzycg i hipertriglicerydemia (tj. zwiekszonym stezeniem triglicerydéw w surowicy), gdzie
po podaniu 1-MNA zaobserwowano poprawe zaleznych od $rédbtonka mechanizmoéow
regulujacych przeptyw krwi. Natomiast u ludzi z cukrzyca obserwuje sie brak lub niedobér 1-
MNA [49,50], zatem jest to jeden z argumentéw na to, ze czynnik ten moze zapobiegac
i tagodzi¢ rozwoj cukrzycy typu 1 [51]. W pracy [41] sprawdzono, Ze czynnik ten taczy sie z
glikozoaminoglikanami zlokalizowanymi na powierzchni komérek srodbtonka, w zwiazku z
tym zwieksza sie jego stezenie na btonie komodrkowej. Zwiekszone stezenie 1-MNA na
powierzchni komoérek $rédbtonka moze wptywa¢ na redukcje adhezji komérek pro-
zapalnych (makrofagéw i limfocytow typu T) [41], a przez to moze zapobiegaé¢ dysfunkcji
$rodbtonka naczyniowego.

Z drugiej strony badacze poszukujg potaczenia 1-MNA z procesami nowotworowymi
[52-54]. Potaczenie to stanowi nadekspresja genu kodujgcego metylotransferaze
nikotynamidu (NNMT) w raku Zotadka oraz komoérkach raka brodawkowatego tarczycy [52,
53]. Nakagawa iwsp. [54] pokazali, Zze stezenie 1-MNA we krwi moze by¢ markerem
nowotworoéw ztosliwych.

Podsumowujac, w ostatnich latach powstato wiele prac pokazujacych przeciwzapalne
wtas$ciwosci tego zwigzku in vivo, zatem badanie tego czynnika moze by¢ ciekawym punktem
badawczym do testowania ,terapeutycznego” i ,prewencyjnego” dzialania na modelu

dysfunkcji komoérek srodbtonka.
2.2.3.b Chlorek 1,4 - dimetylopirydyniowy, Chlorek 1 - metylopirydyniowy

Potencjalne czynniki $rédbtonkowe: chlorek 1,4-dimetylopirydyny oraz chlorek 1-

metylopirydyny to nielotne produkty pirolizy (rozktadu termicznego) trygoneliny (kwas N-
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metylonikotynowy, sél 3-karboksy-1-metylopirydyniowa) powstajace podczas wypalania
kawy. Zwigzki te mozna roéwniez otrzymal poprzez rozdzial produktéw pirolizy
(termolizatu) trygoneliny, otrzymanych na przyktad przez pirolize w atmosferze wolnej od
tlenu w temperaturze okoto 220°C [55]. Badane substancje to czwartorzedowe zwigzki
pirydynowe o wzorze strukturalnym przedstawionym na Rycinie 2.6B i 2.6C. W pracy [55]
pokazano zastosowanie tych zwigzkéw do hepatoprotekcji, czyli leczenia badZ zapobiegania
chorobom lub stanom zwigzanym z uszkodzeniami watroby. Zastosowanie to jest zwigzane
ze zdolnoScia tych zwigzkéw do stymulacji endogennej produkcji i uwalniania prostacykliny
w $rodbtonku naczyn. Efekt PGI; zostat zbadany metoda opisang przez Gryglewskiego i wsp.
[56] na modelu szczurzym Wistar poprzez weryfikacje odpowiedzi trombolitycznej
wywotanej poprzez dozylne podanie in vivo nastepujacych zwigzkéw: nikotynamidu, kwasu
nikotynowego, trygoneliny, termolizatu trygoneliny, chlorku 1-metylopirydyniowego oraz
chlorku 1,4-dimetylopirydyniowego w dawkach 30mg/kg. OdpowiedZ trombolityczna
rozumiana jest jako spadek wagi zakrzepu. Tylko w przypadku ostatnich trzech czynnikéw
(w tym 1-MP oraz 1,4-DMP) zaobserwowano odpowiedZz trombolityczna, co potwierdza
udziat pochodnych czwartorzedowych pirydyny w stymulacji PGI,. Obserwacja ta sugeruje,
ze podawanie tych zwigzkdéw moze przynies¢ skutki terapeutyczne w chorobach zwigzanych
z dysfunkcja $rédbtonka, stresem oksydacyjnym iniewydolnoscig srédbtonkowej syntezy
PGI,. Zastosowanie tych zwigzkéw moze by¢ zatem uzasadnione w przypadku cukrzycy,
zespole metabolicznym, miazdzycy oraz uszkodzeniach watroby. Dodatkowo, stymulacja PGI;
moze przynosi¢ skutki przeciwmiazdzycowe i przeciwcukrzycowe.

Jako uzupetnienie [55] przeprowadzono réwniez badania dziatania hepatoprotekcyjnego
chlorku 1,4-dimetylopirydyny na modelu ostrego uszkodzenia watroby. Badania
przeprowadzono na myszach Balb/c, a efekt protekcyjny weryfikowano dla 7-dniowego
prewencyjnego traktowania zwigzkiem 1,4-DMP (dawka 100mg/kg). Zapalenie watroby
wywotano poprzez aplikacje konkawaliny A (ConA, 20mg/kg na 8h) stymulujacej limfocyty T.
Prewencyjne traktowanie myszy czynnikiem 1,4-DMP dziala zapobiegawczo -
zaobserwowano brak wzrostu aminotransferazy asparaginianowej (AST, enzymu
wskaznikowego pochodzenia cytoplazmatyczno - mitochondrialnego) w osoczu wzgledem
myszy niepoddanych dziataniu 1,4-DMP, zatem zwigzek ten posiada aktywnos¢
hepatoprotekcyjna. W pracy [57] pokazano réwniez mozliwo$¢ zastosowania tych zwigzkéow
w terapii przeciwnowotworowe;j.

W prezentowanej pracy zwigzki 1-MP oraz 1,4-DMP stanowig potencjalne leki
srodbtonkowe, ktére poddane zostaly diagnostyce do ,terapeutycznego” oraz
sprewencyjnego” dzialania na komoérkach s$rédbtonka za pomoca nanoindentacji

ostrzem AFM.
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Rozdziatl 3. Metody

W niniejszym rozdziale zostang przedstawione metody badania dysfunkcji komoérek
srodbtonka oraz skutecznosci innowacyjnych lekéw o dziataniu $rédbtonkowym. Gtéwnym
narzedziem pracy jest spektroskopia sil, ktéra wykorzystana zostata jako biowskaznik
przeciwzapalnego dziatania substancji $rédbtonkowych. Poniewaz pomiar wtasciwosci
mechanicznych komoérek zwigzany jest z przearanzowaniem wiékien cytoszkieletu
komorkowego, istotnym z punktu widzenia pracy badawczej, okazato sie fluorescencyjne
znakowanie F-aktyny. Jako metody uzupetniajgce wykorzystano pomiar tlenku azotu
spektrofotometryczng metoda Griessa, pomiar wydzielanego PGl metoda ELISA oraz

oznaczanie wewngtrzkomérkowych jonéw Ca2* zmierzone na cytometrze przeptywowym.
3.1 Wprowadzenie

Tak jak zaznaczono w podrozdziale 2.1.1 $rédbtonek ludzki pemi kluczowa role w
utrzymaniu homeostazy, procesach wazodylatacji i wazokonstrykcji uktadu krwionosnego.
Organ ten moze reagowac na zmiany ci$nienia i przeptywu krwi oraz preznosci gazéw [10].
Komorki srédbtonka podobnie jak miesnidéwka czy czerwone krwinki krwi, poprzez funkcje,
ktére peilnia poddawane sa stalemu zginaniu i rozcigganiu przez otoczenie, w ktérym
wystepuja. Ze wzgledu na lokalizacje komérek S$rodbtonka waznym parametrem
okreslajacymi prawidtowe ich funkcjonowanie jest elastyczno$¢. Pelni ona kluczowa role w
zrozumieniu wilasciwosci przeptywu krwi, regulacji ci$nienia tetniczego i innych funkcji
endogenicznych. Badanie elastyczno$ci moze réwniez utatwi¢ okreslenie fizjologicznych
funkcji. Z drugiej strony niefizjologiczne wartosci elastycznosci moga pokazywac oznaki
niewydolnosci $rédbtonka przyczyniajace sie do rozréznienia choréb uktadu sercowo-
naczyniowego [56].

Wartosci elastycznosci zalezg od struktury komdrkowej, ktéra bedzie poddana dziataniu
ostrza AFM, tzn. w zalezno$ci od gtebokos$ci penetracji ostrza AFM uzyskuje sie odpowiedz tej
cze$ci komorki, ktora ulega odksztatceniu. Wsréd struktur komérkowych mozna wyrdznié
glikokaliks, btone komérkows, cytoplazme, cytoszkielet oraz jadro komérkowe. W niniejszej
pracy zastosowana gteboko$¢ indentacji rzedu 200nm decyduje, Ze za wtasciwosci elastyczne
komoérek odpowiada gtoéwnie cytoszkielet (szersze wyjasnienie w podrozdziale 3.2.4). Jest on
zbudowany z sieci wiokien biatkowych: mikrofilamentéw, mikrotubul oraz filamentéow
posrednich. Struktury cytoszkieletu, ktére najbardziej wptywaja na mierzona elastycznos¢ to
mikrofilamenty - skoncentrowane przede wszystkim w warstwie korowej, tuz pod btong

komoérkowa. Zbudowane s3 one z dwéch form aktyny: G-aktyny (globularnej,
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monomerycznej) oraz F-aktyny (fibrylarnej, witékienkowej). Zawartos¢ tych struktur w
komorkach jest sprzezona ze sobg poprzez procesy polimeryzacji i depolimeryzacji.
Pojedyncze witékno filamentu aktynowego (F-aktyny) jest struktura spolaryzowana
o $rednicy okoto 7nm, gdzie przy koncu o tadunku dodatnim przytaczane sg monomery
aktyny (G-aktyny) natomiast na koncu ujemnym nastepuje odigczanie monomerow.
Tworzenie F-aktyny zwigzane jest z powstaniem tzw. ,miejsc enukleacji” ztoZonych z trzech
monomeréw G-aktyny, do ktoérego przylaczane jest biatko profilina. Odigczanie profiliny
indukuje proces polimeryzacji witékien aktynowych (powstawanie fibrylarnej aktyny)
o dtugosci do kilkudziesieciu pm. Warto tutaj podkresli¢, ze fibrylarna aktyna ma zdolnos¢ do
formowania wigzek filamentéow aktynowych tzw. ,wlékien naprezeniowych”, ktore
dodatnimi koncami sg zakotwiczone w btonie komérkowej i najczesciej utozone réwnolegle
wzdtuz linii naprezen cytoplazmy [59].

F-aktyna to struktura cytoszkieletu odpowiadajaca za ksztatt oraz wiasciwosci
elastyczne komorek (zwiekszenie F-aktyny skutkuje zmniejszeniem elastycznosci komarek).
Dodatkowo zwigzana jest ona z migracja komorek i regulacja przepuszczalnosci
monowarstwy S$rddblonka [60]. Z drugiej strony zwiekszenie G-aktyny w komoérkach
(depolimeryzacja F-aktyny) skutkuje zwiekszeniem miejsc wigzacych dla syntaz eNOS oraz
zwiekszonym transportem L-argininy do syntezy NO. Warto tutaj zastanowi¢ sie nad
odpowiedzig na pytanie: jak dynamika aktyn cytoszkieletu komoérek S$roédbtonka moze
regulowaé ekspresje czynnika, ktory jest kluczowy w regulacji homeostazy naczyn (NO)?
Monomeryczna aktyna (G-aktyna) jest gtbwnym sktadnikiem 51-kDa rybonukleinoproteiny,
ktdéra taczy sie z potranslacyjnym regionem S$rdodblonkowych syntaz tlenku azotu (eNOS
mRNA 3’) [61]. Stad tez organizacja aktyn cytoszkieletu (a doktadnie procesy
depolimeryzacyjne prowadzace do zwiekszenia ilosci G-aktyny w komérkach) prowadza do
zwiekszenia ekspresji eNOS. Zwiekszenie G-aktyny w komérkach skutkuje wiec
zwiekszeniem produkcji wazodylatacyjnego mediatora srédbtonka naczyn - tlenku azotu.

Podsumowujac, elastycznos¢ komorek, procesy polimeryzacji/depolimeryzacji aktyn
oraz poziom tlenku azotu to istotne parametry sprzezone ze soba, a dodatkowo okreslajace
prawidtowo funkcjonujgcy srédbtonek.

Radmacher i wsp. [62] za pomoca spektroskopii sit wyznaczyli elastycznos¢
poszczegblnych organelli komérkowych, ktére mieszcza sie w zakresie od 1-50kPa.
Dodatkowo zbadano, ze wartos¢ elastycznosci zwigzana jest z miejscem akwizycji danych na
komorce. Rozptaszczong, wyhodowang na ptaskim materiale komérke mozna podzieli¢ na
kilka obszaréw: jadro komérkowe, obszar pozajadrowy oraz obszar peryferyjny (wypustki

komorek).
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W Tabeli 2 zaprezentowano wartosci parametru elastycznos$ci dla wybranej linii komoérkowej
HUVEC (komorki endotelialne z Zyty pepowinowej) otrzymane przez rézne grupy badawcze.
Tabela 2. Przeglad literaturowy wartosci parametru elastycznosci dla komorek linii HUVEC.
Linia
komoérkowa
HUVEC 1.8 + 0.6 (obszar pozajadrowy) Sato i wsp. [63]

Parametr elastycznosci [kPa]

3.0 £ 1.6 (jadro komoérkowe)
HUVEC Kataoke i wsp. [64]
6.7 £ 4.3 (obszar pozajadrowy)
6.8 £ 0.4 (jadro komérkowe)
HUVEC 3.3 £ 0.2 (obszar pozajadrowy) Mathur i wsp. [65]
1.4 + 0.1 (wypustki)

7.22 * 0.46 (jadro komérkowe)

HUVEC 2.97 £ 0.79 (obszar pozajadrowy) Mathur i wsp. [66]
1.27 + 0.36 (wypustki)
HUVEC 1.20 + 0.05 (cze$¢ centralna) Kotodziejczyk A.

Réznice parametru elastycznosci komdrek wynikajg z doboru parametréw przeprowadzania
eksperymentu (sity oraz gtebokosci indentacji), geometrii ostrza a przez to analizy danych
(modele teoretyczne) oraz warunkéw hodowli komoérkowej, dlatego wazne jest doktadne
omoOwienie pomiaru elastycznos$ci za pomoca AFS. W kolejnym podrozdziale przedstawione
zostang zaltozenia teoretyczne eksperymentu, w ktérym opisano zmodyfikowany model

Hertza wykorzystany do analizy krzywych indentacji.
3.2 Pomiar elastycznosci komodrek

Spektroskopia sit jest jednag z najbardziej wszechstronnych technik, ktéra pozwala na
okreslenie wtasciwo$ci mechanicznych szerokiego spektrum materiatéw biologicznych w
skali nanometrowej. W niniejszej pracy, w kontekécie metody badan wlasciwosci
mechanicznych (pomiar elastycznosci komoérek) beda stosowane wymiennie pojecia

spektroskopia sit oraz nanoindentacja ostrzem AFM.
3.2.1 ZaKkresy odksztatcen materialéow biologicznych

Bazujac na tzw. krzywej naprezenie - odksztalcenie dla biomateriatéw, czesto
wykorzystywanej w badaniach wtasciwosci mechanicznych, mozna zdefiniowaé
charakterystyczne obszary odksztatcenia biomateriatu: obszar ,podnéza”, liniowy oraz
uszkodzenia [67]. Warto tutaj podkresli¢, ze biomateriaty (np. ludzka skéra, $ciegna, tkanki)
nie sag materiatami jednorodnymi. Mozna je poré6wna¢ do materiatu kompozytowego - sieci

twardych witdkien otoczonych miekka osnowa. W innym przypadku biomaterialy mozna
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traktowaé¢ jako wielopoziomowe struktury o zréznicowanych wlasciwosciach
mechanicznych. Przyjmuje sie, ze biomateriaty (np. skéry ssakéw i inne tkanki)
charakteryzuja sie J-ksztaltng krzywa naprezenie - odksztalcenie, co zaprezentowano na
Rycinie 3.1. Poczatkowo, w tzw. obszarze ,podnéza”, niewielki przyrost naprezenia powoduje
znaczne odksztatcenie materiatu (nieliniowa zalezno$¢). Natomiast przy wiekszych
odksztatceniach materiat staje sie sztywniejszy, trudniejszy do odksztatcenia. W obszarze
liniowym spetnione jest prawo Hooke’a (liniowa zaleznos¢ odksztatcenia od naprezenia),
materiat powraca do pierwotnego ksztattu po zdjeciu przytozonego obcigzenia. Dwa
pierwsze obszary ,podnéza” oraz liniowy traktowane sg jako zakres odksztatcen sprezystych
dla biomateriatéw. Istotne jest to, ze obcigzanie i odcigzanie w tym zakresie nastepuje wzdtuz
tej samej krzywej (brak histerezy), czyli odksztalcenie jest catkowicie odwracalne. Fakt ten
potwierdza, ze catkowita energia uzyta do odksztatcania systemu biologicznego jest w peini
odzyskiwana po usunieciu obcigzenia. Natomiast w zakresie uszkodzenia zalezno$¢
naprezenia od odksztatcenia nie jest liniowa, nastepuje trwale odksztatcenie badanego

materiatu i w konsekwencji utrata jego ciagtosci.

o AN
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Rycina 3.1. Krzywa naprezenie — odksztatcenie dla materiatéw biologicznych [67].

Sprezysto$¢ definiuje sie jako zdolno$¢ materiatu do odzyskania pierwotnego ksztattu po
zdjeciu zewnetrznych sit powodujacych odksztatcenie [68]. W niniejszej pracy badania
elastyczno$ci komorek przeprowadzono w zakresie odksztalcen sprezystych w oparciu

o zmodyfikowany model Hertza.
3.2.2 Schemat ukladu pomiarowego

Na Rycinie 3.2 przedstawiono schemat uktadu pomiarowego ostrze - prébka bazujacego
na mikroskopie sit atomowych. Uktad pomiarowy (Rycina 3.2A) ztoZony jest z dZwigni z
umieszczonym na jej korficu ostrzem, skanera piezoelektrycznego (uktad poruszania prébka
i skanowania), lasera oraz diody detekcyjnej (dioda laserowa i detektor).
Wiazka lasera po precyzyjnym zogniskowaniu na koncu dZwigni odbija sie od jej powierzchni

i jest rejestrowana przez diode detekcyjna.
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Pojawienie sie oddzialywania pomiedzy ostrzem a prébka powoduje wychylenie dZzwigni,
potozenie odbitej wigzki lasera zmienia sie, przy czym mierzony sygnat z detektora jest
proporcjonalny do wychylenia dZwigni. Badania w niniejszej pracy przeprowadzono w trybie
kontaktowym, gdzie ostrze dotyka powierzchni komorki, a sita dzialajaca pomiedzy
powierzchniami wynika z zachodzenia na siebie chmur elektronowych atoméw ostrza
i badanej powierzchni (bliskozasiegowe odpychanie). Badania elastyczno$ci komorek
przeprowadzono w medium komoérkowym przy uzyciu tzw. komory cieczowe;j.

Spektroskopia sit jest rozszerzeniem mikroskopii sit atomowych i w niniejszej pracy
wykorzystana zostata do pomiaru witasciwosci mechanicznych w zakresie odksztatcen
sprezystych. Posrednimi wynikami umozliwiajgcymi iloSciowe obliczenie parametru

elastycznosci sg krzywe sita - odlegtos¢, ktore szerzej zostang opisane w podrozdziale 3.2.4.

A %’ /r

~

Medium
Skaner piezoelektryczny
B
1. Brak kontaktu 2. Kontakt 3. Indentacja
______________________________________________________ ' ?*5
_ Ad
é L
y \ 7 Z
___d k
_
Z=0

Rycina 3.2. Schemat uktadu pomiarowego ostrze — préobka (A). Oznaczenia: Z — wzgledne przesuniecie
skanera, Zx - wzgledne przesuniecie skanera w momencie styku ostrza z prébka, Ad —ugiecie dzwigni, 6 —

odksztatcenie probki.

W zakresie odksztatcen sprezystych sita oddzialywania pomiedzy ostrzem a probka opisana

jest prawem Hooke’a:

F=—k -Ad 3.1)
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Odlegtos¢ rejestrowana w trakcie pomiaru nie jest rzeczywista odlegto$cia miedzy ostrzem
a probka, ale wzglednym przesunieciem skanera piezoelektrycznego oznaczonym na Rycinie
3.2B jako Z. W przypadku braku kontaktu wzgledne przesuniecie skanera jest r6wne zero
(Rycina 3.2 B-1). W momencie styku ostrza z powierzchnig komadrki wystepuje przesuniecie
skanera piezoelektrycznego (oznaczone jako Zx na Rycinie 3.2B-2) natomiast indentacja
(zagtebienie) réwna jest zero. Gdy ostrze jest zagtebiane w komoérke dzwignia ulega
wychyleniu w osi z o pewng odlegto$¢ Ad powodujac odksztatcenie prébki oznaczone jako 6.
Rzeczywista odlegto$¢ pomiedzy ostrzem a probka D jest réznica pomiedzy wzglednym
przesunieciem skanera Z a ugieciem dZwigni Ad oraz odksztalceniem probki & zgodnie z
zaleznoscia:
D=7-(Ad+6) (3:2)

Warto$cia monitorowang podczas pomiaru jest Z, czyli wzgledne przesuniecie skanera

piezoelektrycznego.
3.2.3 Modyfikacja Sneddona do modelu Hertza

W pracach [2-4,7,69-71] przedstawiona zostata teoria sprezystoSci opisujaca
wyznaczanie modutu elastycznosci dla miekkich prébek. Zaktadajac pewne uproszczenia,
indentacja komorki przez ostrze AFM moze by¢ poréwnana do odksztatcenia w zakresie
sprezystym ptaskiej miekkiej probki przez sztywny, nieodksztatcalny wgtebnik zakonczony
stozkiem badz sferg, co jest opisane jako modyfikacja Sneddona do modelu Hertza [72,73].
Model Hertza oparty jest na nastepujacych zatozeniach:

e brak sit powierzchniowych oraz adhezyjnych pomiedzy ostrzem a badang powierzchnig;

e za punkt kontaktu ostrza przyjmuje sie gtadka sprezystg sfere;

e badana prébka jest traktowana jako sztywna ptaska powierzchnia;

e wzgledne réznice wysokos$ci powierzchni nie sg wieksze od promienia sfery;

e powierzchnia kontaktu jest znacznie mniejsza od powierzchni catej probki, a stosunek

powierzchni kontaktu do powierzchni badanego materiatu jest rzedu 10-3.

W przypadku badan prébek biologicznych powyzszy model musi zosta¢ zmodyfikowany
o dodatkowe zalozenia uwzgledniajace odksztatcanie badanych powierzchni w wyniku
indentacji nieodksztatcalnym wgtebnikiem. Dodatkowo, gteboko$¢ penetracji nie powinna
przekracza¢ 10% catkowitej grubosci badanej prébki (niwelowanie wplywu sztywnego
podtoza, na ktérym osadzany jest materiat biologiczny).

Modyfikacja modelu Hertza uwzgledniajgca powyzsze zatoZzenia zostala zaproponowana
przez Sneddona i pozwala na iloSciowe okreS$lenie modutu sprezystosci. Na Rycinie 3.3
przedstawiono schemat odksztalcenia miekkiej probki utwierdzonej na sztywnym podtozu

na skutek dziatania sztywnej sfery [70].
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Rycina 3.3. Schemat odksztatcenia miekkiej probki na skutek dziatania sztywnej sfery [70].

Odksztatcenie sprezyste powierzchni § wyrazone jest wzorem:

I 4
S= (3.3)
J-\/1 x?

Powstaje ono na skutek dziatania silty F wyrazonej wzorem:

E. X2 f! ™) (3.4)
J\/l x?

gdzie f(x) jest funkcjg opisujaca przyiozonq site,

. . 3RF
a — promien kontaktu wyrazony wzorem a = 3 AL ,

natomiast E” jest zredukowanym modutem Younga okreslonym zaleznoscia:

2 4,2
1 _ 1oy, v (3.5)
E' E, E,
E,, E, to odpowiednio modut Younga prébki i ostrza,

Vp, Vo WspOiczynniki Poissona probki i ostrza.

Zaktadajac, ze E, <<E, (w przypadku ostrzy wykonanych z azotku krzemu E,=146GPa)

réwnanie (3.5) mozna zredukowac¢ do postaci:

2
1 1 (3.6)

Obliczenia numeryczne pozwalaja na optymalne dopasowanie zaleznosci opisujacej zmiane
sity w funkcji zagtebienia ostrza dla zdefiniowanej geometrii ostrza. Dla ostrza o ksztalcie

stozka o kacie rozwarcia @ wyrazenie opisujace site F w funkcji zagtebienia Az ma postac:

(Az)= 2E'tan(x) (Az)? (3.7)
T

slo ck
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Natomiast dla ostrza o ksztatcie paraboloidy o promieniu krzywizny R sita ta jest opisana

wzorem:

4R
P (A2) == E(82) ™ (38)
gdzie:
E’ - zredukowany modut Younga (w pracy zdefiniowany jako parametr elastycznosci),

R - promien krzywizny ostrza.

Ostatnio w literaturze [74] dyskutowane jest poréwnanie ostrza ,kulkowego”
zakoniczonego kulg o rozmiarach od kilku do kilkudziesieciu mikrometréw (poréwnywalne
rozmiary ostrza i komorki) oraz ostrza ,ostrego” (promien krzywizny rzedu kilkudziesieciu
nanometréw) do pomiarow elastycznosci komérek. Pomiary za pomoca ostrza ,kulkowego”
oraz ,ostrego” wymagaja zastosowania réznych modeli do opracowania rejestrowanych
danych, réwniez inny jest sens fizyczny oraz biologiczny takich pomiaréw. W przypadku
pomiaru za pomocg ostrza ,kulkowego” zbierana jest odpowiedZ globalna z catej komoérki.
Zaletami pomiaru elastyczno$ci za pomocg takiego ostrza jest uwzglednienie heterogenicznej
niesprezystej struktury powierzchniowej komoérek - glikokaliksu, skrécenie czasu pomiaru
(wykonanie kilka krzywych sita-odlegto$¢ na jednej komorce), a przez to zwiekszenie
statystyki pomiaru (zwiekszenie liczby badanych komérek z jednej prébki). W przypadku
ostrzy pojmowanych w literaturze jako ,ostre” zbierana jest odpowiedZ lokalna np. z
pojedynczych witokien aktyn cytoszkieletu komoérkowego, badz przestrzeni pomiedzy
wiéknami. Elastyczno$¢ zmierzona ostrzem ,ostrym” SciSle odpowiada wtasciwosciom
danego poziomu komoérkowego (btona komdrkowa, cytoszkielet w tym sie¢ wldkien
aktynowych, cytoplazma, jadro komdérkowe), a w celu usrednienia pomiaru elastycznosci
nalezy wykona¢ kilkadziesiagt pomiaréw na jednej komoérce. Pomiar za pomoca ostrza
,0strego” nie uwzglednia jednak struktury glikokaliksu. Istotng zaleta pomiaru za pomoca
ostrza ,ostrego” jest mozliwo$¢ jednoczesnego pomiaru morfologii komérki (wypustek oraz
innych matych struktur na powierzchni komérek) oraz modutu elastyczno$¢ z wysoka
rozdzielczoscia, czego nie mozna wykonaé za pomoca ostrza ,kulkowego”.
Wysokorozdzielcze obrazowanie morfologii komoérek stanowi uzupeinienie pomiaréw
elastycznosci i moze potwierdzi¢ fizjologiczne procesy zachodzgce w komorkach srédbtonka
w odczynie zapalnym czy podczas inkubacji z potencjalnymi lekami.

W prezentowanej pracy przeprowadzano obliczenia z wykorzystaniem modelu ostrza
o ksztatcie paraboloidy (ostrza ,ostrego” o promieniu krzywizny rzedu kilkudziesieciu nm),
poniewaz dla mniejszych zagtebienn (do 200nm) uzyskano lepsze dopasowania do krzywych

indentacji (Rycina 3.5).

29



A. Kotodziejczyk, Praca doktorska

3.2.4 Krzywe sila - odleglos¢

Badanie elastycznosci komérek za pomoca spektroskopii sit polega na analizie
zagtebiania ostrza AFM w badany materiatl jako funkcji sily. Zapis zmian sity dziatajacej na
ostrze uzyte jako penetrator w funkcji odlegtosci pozwala na uzyskanie tzw. krzywych sita -

odlegtosc¢.

A B

e e

Ugiecie dzwigni
Ugiecie dzwigni

4% v

Wzgledne potozenie skanera Wzgledne potozenie skanera

C
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Rycina 3.4. Przyktadowe krzywe sita — odlegtos¢ dla prébki referencyjnej (A), zebrane na komorce (B) oraz
ztozenie krzywych ,,dojscia” dla obu materiatéw (C).

Na Rycinie 3.4A pokazano przyktadowe krzywe sita - odlegtos¢ dla sztywnego materiatu
jakim jest szkto (referencja), natomiast 3.4B sa to krzywe zebrane na komoérce. Najpierw
ostrze AFM jest zblizane do zetkniecia z probkg (tzw. punkt kontaktu) i osiggniecia zadane;j
wartosci zagtebienia badz sily (zapis krzywej ,dojscia” - zielony kolor na Rycinie 3.4).
Nastepnie przy zdejmowaniu obcigzenia zbierana jest krzywa ,odej$cia’ (niebieski kolor na
Rycinie 3.4). Ugiecie dZwigni jest zapisywane w funkcji drogi przebytej przez element
piezoelektryczny.

Na Rycinie 3.4C przedstawiono ztozenie krzywych ,dojscia” dla prébki referencyjnej (twardy
materiat) oraz zebranej na komérce. Dla twardych materiatéw, krzywa dojscia sktada sie z
dwoch obszaréw o charakterze liniowym: pierwszym, gdzie ostrze nie dotyka powierzchni,

drugim - tzw. ,obszar kontaktu” (poczawszy od punktu kontaktu ostrza z probka), gdzie
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ugiecie dzwigni jest proporcjonalne do przesuniecia skanera piezoelektrycznego w osi z.
Natomiast dla miekkich probek (np. komoérek, bakterii, polimeréw) krzywa sita - odlegtos¢ w
,obszarze kontaktu” ma charakter nieliniowy (wystepuje indentacja ostrza w badany
materiat zaznaczona jako 4z na Rycinie 3.4C).

Analiza krzywych sita - odleglto$¢ pozwala na okreslenie modutu sprezystosci badanej
probki. W tym celu wykorzystuje sie tzw. krzywa indentacji, bedaca réznica krzywych
»dojscia”; zebranej na badanej komoérce oraz prébce referencyjnej (traktowanej jako sztywny

nieodksztatcalny materiat) (Rycina 3.5).
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Rycina 3.5. Krzywa indentacji wraz z dopasowaniem dla ostrza o geometrii paraboloidy (czerwona linia)
oraz o geometrii stozka (niebieska linia). Dla indentacji mniejszych (do 200nm) otrzymano lepsze
dopasowanie do krzywej indentacji dla ostrza o ksztalcie paraboloidy (powiekszenie wykresu). Dla
indentacji do 200nm mierzona jest tzw. elastycznos¢ kortykalna (schemat oznaczony 1), natomiast dla

wiekszych indentacji mierzona jest tzw. elastycznosc objetosciowa (schemat oznaczony 2).

Na Rycinie 3.5 przedstawiono dopasowanie do krzywej indentacji dla ostrza o ksztatcie
stozka oraz paraboloidy. W zakresie indentacji do 200nm uzyskano lepsze dopasowanie dla
ostrza o ksztalcie paraboloidy (powiekszenie wykresu). W zaleznos$ci od gtebokosci
indentacji otrzymywana jest odpowiedZ z réznych czesci komérkowych. Dla indentacji do
200nm mierzona jest tzw. elastyczno$¢ kortykalna pochodzaca z Kkortykanej czesci
cytoszkieletu komérkowego, natomiast dla wyzszych wartosci indentacji mierzona jest tzw.

elastycznos¢ objetosciowa pochodzaca zaréwno z cytoszkieletu jak i jadra komérkowego.
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3.2.5 Przeprowadzenie eksperymentu

Pomiary morfologii i elastycznosci komérek srédbtonka zostaty wykonane za pomoca
mikroskopu Nanoscope Illa Multimode - SPM (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA, USA).
W pracy badawczej zostaty wykorzystane ostrza tréjkatne serii MLCT - numer C (Veeco,
Camarillo, Kalifornia, USA) wykonane z SizN4 (wspotczynnik Poissona 0.5) z nominalng stata
sprezystosci 0.01N/m. Nominalna dtugos¢ belki, na ktérej umieszczone jest ostrze to 310um,
natomiast szeroko$¢ wynosi 20pum. Pomiary morfologii oraz elastyczno$ci komoérek zostaty
wykonane w $rodowisku cieklym zbliZzonym do naturalnego, co jest niezwykle wazne w
przypadku badan uktadéw biologicznych. W tym celu wykorzystano tzw. komore cieczowag
AFM, gdzie zar6wno probka z komérkami jak i ostrze AFM znajdowaty sie w cieczy (pozywka
do hodowli komoérek).

Na podstawie zeskanowanych obrazéw siatki w trybie kontaktowym TGT1 (NT-MDT)
obliczono promienie krzywizny ostrzy w programie SPIP za pomocg metody rekonstrukcji
opisanych przez Villarubia [75] oraz Williams’a i wsp. [76]. W programie SPIP obliczono
promienie krzywizn dla sktadowej x (R<) i y (R)), jednakze do obliczen parametru
elastycznosci komoérek wykorzystano promien krzywizny wyznaczony dla gtéwnej osi
skanowania - R.. Stata sprezystosci belki zostata wyliczona za pomoca drgan termicznych
przeprowadzonych w powietrzu [77], analizy dokonano w programie NanoScope 6.1.

Przed dokonaniem pomiaru na komérkach wyznaczono krzywa referencyjng w medium
komoérkowym na podtozu - szkto poli-L-lizynowane, na ktérym hodowano komérki (krzywa
na twardym materiale). Nastepnie przeprowadzano pomiary dla prébki z wyhodowanymi
komoérkami w medium hodowlanym. Eksperyment rozpoczynal sie pomiarem topografii
powierzchni w trybie kontaktowym AFM. Nastepnie, w obszarze czesSci centralnej komoérki

7um x 7um ustawiono prostokatng siatke 144 punktéw jak na Rycinie 3.6A.
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Rycina 3.6. Obraz topografii 25um x 25um komérki srodbtonka otrzymany w trybie kontaktowym AFM
wraz z zaznaczong siatka punktow, w ktérych zostaty zmierzone krzywe sita — odlegtos¢ (A) oraz
histogram rozktadu parametru elastycznosci dla tej komérki (B).
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W kazdym punkcie siatki zbierano krzywa sita - odlegto$¢ przy stalym obcigzeniu réwnym
1.5nN (wybor wartosci obcigzenia wyjasniony w kolejnym podrozdziale), co pozwala na
wyznaczenie punktowych warto$ci parametru elastycznosci. Rozktad parametru
elastycznosci dla przyktadowej komorki zostat zaprezentowany na Rycinie 3.6B.

W celu otrzymania wartosSci parametru elastycznos$ci reprezentatywnych dla danej populacji
komorek charakteryzowano co najmniej 8 komoérek dla danego punktu pomiarowego
(komoérek inkubowanych z wybrang substancjg aktywna przez okreslone czasy inkubacji)

oraz przygotowywano usredniony - zbiorczy histogram rozktadu parametru elastycznosci.

3.2.6 Optymalizacja pomiaru parametru elastycznosci

W celu optymalizacji przeprowadzanych eksperymentéw wykonano pomiary zaleznoSci
pomiedzy przytozona sila na ostrze AFM a uzyskanym parametrem elastycznosci dla
komorek referencyjnych. Dla obcigzen z zakresu od 0.4 do 4nN zmierzono krzywe sita -

odlegtos¢, a obliczone wartosci parametru elastycznosci przedstawiono na Rycinie 3.7.
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Rycina 3.7. Zalezno$¢ wartosci parametru elastycznosci od przytozonej sity.

Poczatkowo, dla matych sit uzyskano wzrost parametru elastycznosci. Nastepnie dla okoto
1.5nN wystepuje wyrazne plateau, ktére jest argumentem do wyboru wtasnie tej sity jako
najmniejszej wartosci, ktéra daje powtarzalne i poré6wnywalne wyniki.

Pomiar topografii i elastycznosci komoérek zostat wykonany przy ustalonych parametrach

pracy mikroskopu sit atomowych (Tabela 3).
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Tabela 3. Parametry pracy mikroskopu sit atomowych. Oznaczenia parametréw petli sprzezenia zwrotnego:

IG (integral gain) - wzmocnienie catkujace, PG (proportional gain) - wzmocnienie proporcjonalne.

Mikroskopia sit atomowych Nanoindentacja ostrzem AFM

Czestotliwos¢ skanowania = 0.5Hz Czestotliwos¢ zbierania krzywej = 0.7Hz
Predkos¢ ostrza = 30pm/s Dhlugos¢ krzywej = 3um

Parametry petli: Predkos¢ zbierania krzywej = 2.1um/s
IG=0.5 Obcigzenie = 1.5nN

PG=1.0 k - wyznaczone za pomoca drgan termicznych

3.2.7 Analiza danych

Do analizy krzywych sita - odlegto$¢ zastosowano wcze$niej opisany model (podrozdziat
3.2.3), ktéry pozwala na obliczenie parametru elastycznosci. Parametr elastycznos$ci zostat
zdefiniowany jako warto$¢ mediany z dopasowania funkcji log-normal do rozkitadu
parametru elastyczno$ci. Na Rycinie 3.8A i B przedstawiono przyklady histograméw dla
pojedynczych komorek referencyjnych, natomiast Rycina 3.8C to zbiorczy histogram dla

wszystkich komérek referencyjnych.
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Rycina 3.8. Histogramy rozktadu parametru elastycznosci dla pojedynczych komérek referencyjnych (A,

B) oraz zbiorczy dla siedmiu komadrek referencyjnych (C).

Poniewaz uzyskane warto$ci mediany z dopasowania funkcji log-normal dla pojedynczych
komorek sa zblizone, przy obliczeniach uwzgledniano zbiorcze histogramy dla okreslonego
punktu pomiarowego (np. dla komérek referencyjnych, badZz inkubowanych z wybranymi
substancjami aktywnymi przez okres$lone czasy inkubacji). Poprawnos$¢ dopasowania funkcji
log-normal do otrzymanych rozkladéw zostala potwierdzona poprzez wykonanie testéw
statystycznych Shapiro-Wilk i Kotmogorowa-Smirnowa na poziomie istotnosci p=0.05 w
programie STATISTICA 9.0 (StatSoft Inc, Tulsa, USA).

Tak jak zaprezentowano w Tabeli 2, w literaturze wystepuje duza rozbiezno$¢ otrzymanych E
dla tej samej linii komdrkowej. Wynika ona z réznic w hodowli komoérkowej, wykorzystanego

modelu badZ analizy danych. Stad tez uzasadnione jest prezentowanie danych w formie
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relatywnych zmian, gdzie istotna jest roéznica elastycznosci komoérek z substancjami

aktywnymi wzgledem probki referencyjne;j.
3.3 Metody uzupelniajace

3.3.1 Spektrofotometryczna metoda Griessa

Srédbtonek jest organem uczestniczacym w ogélnoustrojowej reakcji zapalnej.
Przeciwzapalna reakcja S$rdodbtonka jest zwigzana z wydzielaniem wazoprotekcyjnych

mediatoréw np. tlenku azotu NO. Czasteczka ta jest nietrwata, szybko metabolizowana do
bardziej stabilnych azotynéw i azotanéw ( NO; i NO; ). W prezentowanej pracy jako metode

uzupetniajaca wykorzystano spektrofotometryczna metode Griessa przy uzyciu czytnika
mikroptytek - Multiscan firmy Labsystems, ktéra pozwala na pomiar stezenia metabolitow
NO [78]. Metoda ta oparta jest na reakcji Griessa, ktéra przebiega dwuetapowo. Badania
przeprowadzano z nasgczy komorek srodbtonka (100ul), a nastepnie inkubowano je z
odczynnikami Griessa (0,35% 4-4-aminofenylo sulfonu, 0,1% N-(1-naftyl) dichlorowodorek
etylenodiamina w 1M HCI) w temperaturze pokojowej przez 10 min. W pierwszym etapie
nastepuje redukcja azotanu do azotynu pod wplywem reduktazy, nastepnie drugi czynnik
Griessa zamienia NO; w zwigzek azowy o kolorze ciemnofioletowym. Absorbancja azotynow
zostata zmierzona dla A=550nm, a jako krzywa wzorcowa uwzgledniono krzywa azotynu
sodu. Do dalszej analizy przeliczono relatywne zmiany produkcji tlenku azotu, wzgledem
komorek referencyjnych.

Pomiary oznaczania NO zostaty wykonane przy wspoétpracy z Dr Rafatem Biedroniem w

Katedrze Immunologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.
3.3.2 Pomiar wydzielanego PGI2

Prostacyklina PGI; jest standardowym parametrem okreslajacym prawidlowo
funkcjonujacy $rédbtonek. W badaniach in vivo jest on zwykle mierzony z krwi poprzez
pomiar absorbancji 6-keto-PGFiq, ktéry jest stabilnym metabolitem PGI,. W prezentowanej
pracy, poziom PGI; dostarcza informacji na temat aktywowanych szlakow
wewnatrzkomérkowych. Uwalnianie prostacykliny zostato zmierzone z nasgczy komorek
immunoenzymatycznym testem ELISA. Wyniki pomiaru prostacykliny zostaty
zaprezentowane jak dla pomiaréw elastycznosci oraz produkcji NO w formie relatywnych
zmian w stosunku do komoérek kontrolnych.

Pomiar PGI; zostat przeprowadzony przy wspotpracy z Dr Tomaszem Wojcikiem w

laboratorium Jagielloniskiego Centrum Rozwoju Lekdw w Krakowie.
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3.3.3 Mikroskopia fluorescencyjna

Mikroskopia fluorescencyjna jest odmiang mikroskopii $wietlnej, ktéra umozliwia
identyfikacje struktur sub-komérkowych, przez co ma szerokie zastosowanie w badaniach
procesow fizjologicznych komoérek. Dziatanie mikroskopu fluorescencyjnego oparte jest na
epifluorescencyjnym systemie optycznym, ktéry umozliwia detekcje i wizualizacje sygnatu
pochodzacego od fluorochromu - substancji zdolnej do emisji swiatta fluorescencyjnego po
wzbudzeniu $§wiattem o okres$lonej dtugosci.

Tak jak wyjasniono w podrozdziale 3.1 o badanej elastycznos$ci komdrek decyduja

wilbékna cytoszkieletu komoérkowego, przede wszystkim aktyna zlokalizowana w cze$ci
korowej. Metoda suplementarng do pomiaru elastyczno$ci komoérek za pomoca spektroskopii
sit jest immunofluorescencyjne wybarwianie cytoszkieletu aktynowego komorek.
Do znakowania F-aktyny wykorzystano znacznik fluorescencyjny Alexa Fluor 488 z
falloidyna - silnie toksycznym alkaloidem wytwarzanym przez muchomora sromotnikowego.
W celu analizy szlakéw komorkowych indukowanych przez cytokiny prozapalne czy
substancje $rédbtonkowe niezbedne w pracy badawczej okazato sie wybarwienie kwasow
nukleinowych (jadra komérkowe) za pomocg DAPI oraz wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca2+
przy uzyciu barwnika Fluo4 z przeciwciatem probenecyd. Potwierdzenie/wykluczenie
apoptozy oraz nekrozy komadrek zostato zrealizowane przez wybarwienie komorek aneksyng
Vijodkiem propidyny.

Obrazy fluorescencyjne otrzymano przy pomocy mikroskopu fluorescencyjnego
o0 odwrdconej optyce Olympus [X71 z zestawem wymiennych filtrow oraz kamera CCD do
wykonywania dokumentacji fotograficznej. Komoérki naswietlano lampa Olympus X-Cite
Q120, a zdjecia mikroskopii fluorescencyjnej wykonywano na obiektywach 20X badz 40X.
Filtry uzyte podczas pomiaru:

e U-MWU2 ( DAPI; Aemisji=400nm)

e UMWIB2 (Alexa Fluor 488 z przeciwcialem falloidyna, Fluo 4 z przeciwciatem
drugorzedowym probenecyd, aneksyna V z jodkiem propidyny; Aemisi=505nm)

e U-DM-CY3 (fluorescencja doksorubicyny; Aemisji=565nm)

Analiza zdje¢ zostata przeprowadzona za pomocg oprogramowania Olympus CellSense. Na

Rycinie 3.9 zamieszczono przykladowe zdjecia mikroskopii fluorescencyjnej komoérek linii

HMEC (Rycina 3.94, B, D) oraz EA.hy926 (Rycina 3.9C) dla wyzej wymienionych wybarwien.
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A

Rycina 3.9. Przyktadowe obrazy fluorescencyjne. Znakowane fluorescencyjnie witékna F-aktyny (kolor
zielony) oraz jadra komérkowe (kolor niebieski) (A), wewnatrzkomérkowe jony Ca?* (zielony obszar) (B)
dla komérek linii HMEC, fluorescencja doksorubicyny zaobserwowana na komérkach EA.hy926 (C) oraz
wybarwienie aneksyng V oraz jodkiem propidyny dla komérek linii HMEC inkubowanych z simwastatyna
(D). Skala dla A, B, C: 20um, natomiast dla D: 10um.

3.3.4 Cytometria przeptywowa

Cytometria przeptywowa (ang. flow cytometer, FC) jest technika analityczng
pozwalajaca na szybki pomiar rozproszonego $wiatla lub sygnatéw fluorescencji
emitowanych przez odpowiednio naswietlone komérki. Wyniki analizy $wiatta
rozproszonego dostarczaja informacji o wielkosci, ksztalcie badanej komoérki oraz o jej
wewnetrznych ziarnisto$ciach. Do pomiaru FC komoérki umieszczone sa w zawiesinie
i znakowane fluorochromami lub przeciwciatami sprzezonymi z fluorochromami. Pomiar
cytometrii przeptywowej opiera sie na zatozeniu, Ze ilo$¢ sktadnika komérki znakowanego
pewnym fluorochromem jest wprost proporcjonalna do intensywno$¢ emitowanej
fluorescencji wywotanej naswietlaniem komérki Swiattem lasera o dtugosci fali zblizonej
do maksimum absorpcji dla tego fluorochromu. W cytometrze przeptywowym mozna
wymieni¢ cztery podstawowe uktady: przeptywowy, laseréw, optyczny i detektoréow. W
pierwszej jednostce tzw. transportu cieczy nastepuje sortowanie komérek w strumien,

ktéry podaza w kierunku wigzki laserowej. Uktad optyczny ksztattuje i ogniskuje wigzke
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lasera na komérce, ktéra jest rozpraszana i kolejno wzbudza fluorochromy przytaczone do
komorek. Nastepnie wigzka poprzez uktad optyczny jest doprowadzana do zogniskowania
na fotokatodzie detektoré6w. Niezbednym minimum w uktadzie cytometru przeptywowego
sa dwa detektory: jeden do rejestracji wigzki rozproszonej zgodnie z kierunkiem wigzki
lasera (kanat FL1), drugi do pomiaru rozproszenia pod katem 902 (kanat FL2).
W pierwszym przypadku rozproszenie ro$nie wraz z rozmiarami czasteczek i nie zalezy od
wspotczynnika zatamania $wiatta czasteczek oraz jej ksztaltu, zatem przy analizie
dwuwymiarowej w FL1 komoérki sa rozdzielane ze wzgledu na ich wielkos$¢.
Promieniowanie rozpraszane pod katem 902 zalezy od wielkosci, ksztattu czasteczek oraz
wspotczynnika zatamania i odbicia Swiatta, zatem przy uzyciu FL2 komérki sg rozdzielane
ze wzgledu na ksztatt i ziarnistosci.

Zaleta cytometrii przeptywowej to przede wszystkim mozliwo$¢ szybkiego,
obiektywnego izautomatyzowanego pomiaru pojedynczych komérek w duzych
populacjach komoérkowych, a takze wykrywanie $§ladowych subpopulacji i mozliwos¢
réwnolegtej analizy wieloparametrowe;j.

FC ma szerokie zastosowanie w naukach medycznych. Wykorzystywane jest miedzy
innymi do immunofenotypowania (cech antygenu), analizy aktywnos$ci enzymoéw, pomiaru
stezenia Ca?+, detekcji apoptozy, pH, oceny opornosci wielolekowej, badania ploidii (ilo$ci
materiatu genetycznego - DNA znajdujacego sie w jadrze komérkowym), replikacji DNA,
struktury chromatyny, zawartosci RNA, zawartosci biatek, ekspresji réoznych antygendw:
powierzchniowych, cytoplazmatycznych, jadrowych, badania wlasciwosci bton
cytoplazmatycznych w tym potencjatu, przepuszczalnosci oraz wielu innych.

Metoda ta zostata wykorzystana do pomiaru wewnatrzkomérkowych jonéw Ca2+ w
komoérkach $rédbtonka w odczynie zapalnym oraz poddanych dziataniu potencjalnych
czynnikdw $rddbtonkowych. Pomiary wykonano w Katedrze Immunologii Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego. Do oznaczania jonéw Ca2* wykorzystano znacznik
Fluo4 w zakresie emisji 510nm. Srednia intensywnos$¢ fluorescencji zostata obliczona dla
trzech préb, gdzie zliczano do 10 tys. komoérek dla pojedynczej préby. Intensywnos¢
fluorescencji Fluo4 dla komoérek $rodbtonka (inkubowanych z cytoking prozapalng oraz
potencjalnymi lekami $rodbtonkowymi) zostata zanalizowana w programie WinMDI, na
wykresach zaprezentowano Srednie wartosci badZ relatywne zmiany intensywnosci Fluo4
obliczone wzgledem komorek referencyjnych (zachowany czas hodowli na szkietku,

niepoddane dziataniu czynnikéw).
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3.4 Analiza statystyczna

Relatywne zmiany parametru elastycznosci obliczono wedtug wzoru:

AE — Eiiczynmk - Elikontm/a (39)

i _kontrola

gdzie:

i - oznacza kolejne czasy inkubacji,

E

- warto$¢ parametru elastycznos$ci dla komérek referencyjnych (warto$¢ mediany z

i_kontrola

dopasowania funkcji log-normal),

- warto$¢ parametru elastycznosci dla komoérek z badanym czynnikiem (warto$¢

i_czynnik
mediany z dopasowania funkcji log-normal).
Jako btad relatywnych zmian przyjeto $rednig kwadratowa niepewno$¢ obliczong wedtug

wzoru:

Q 1 2 2 E [& ]

_ zynnik N2 2
S £= ( ) ) SEczynmk + ( 2 ) ) SEkomro/a ) (3 . 1 0)
Ekontrola kontrola

gdzie:

SEczynm'k to niepewnos$¢ dopasowania do rozktadu log - normal dla wartosci E

i_czymnik
S Ekontrola to niepewnos$¢ dopasowania do rozktadu log - normal dla wartoSci E_jii,mn,m,a

W przypadku pomiaréw biochemicznych (oznaczanie NO, PGI; oraz Ca2?*) wyniki zostaty
zaprezentowane jako Srednie warto$ci mierzonych parametréw dla okreslonej liczby
powtérzen z odchyleniami standardowymi badZ w formie relatywnych zmian wzgledem
poziomu kontrolnego, do ktérych jako niepewnos¢ obliczono $rednig kwadratowa niepewnosc¢.

Poprawnos$¢ dopasowania funkcji log-normal do rozktadéw parametru elastycznosci dla
poszczegblnych punktéw pomiarowych (komoérek inkubowanych z czynnikami przy
okreslonych czasach inkubacji) zostat potwierdzony za pomoca testéw statystycznych
Kolomogorova-Smirnova na poziomie istotno$ci p=0.05 w programie Statistica9.0.

Do badania zaleznoSci parametru elastycznos$ci pomiedzy komoérkami inkubowanymi z
wybranym odczynnikiem, a poziomem referencyjnym zostaty przeprowadzone testy ANOVA
(analiza wariancji) w programie Origin8.0 dla punktowych wartos¢ parametru elastycznosci
(okoto 700 wartosci parametru elastycznosci dla jednego punktu eksperymentalnego) na
dwoch poziomach istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05. W celu poréwnania
zalezno$ci pomiedzy poszczegélnymi prébkami wykonano dodatkowe testy Tukey’a na

takich samych poziomach istotnosci.
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Rozdzial 4. Przebieg eksperymentu

4.1 Materiatly

Center for Disease Control and Prevention, Atlanta (GA, USA):
Linia komérkowa HMEC

Thermo Scientific (Erembodegem, Belgia):

Szkietka Pol - L- lizynowane

Life Technologies (Warszawa, Polska):

HAT - suplement hodowli komérkowej (mieszanina sodu hipoksantyny, aminopteryny

i tymidyny), medium komo6rkowe DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

Invitrogen (Warszawa, Polska):

L - Glutamina, ludzki $ré6dbtonkowy czynnik wzrostowy (human epidermal growth factor,
EGF), ptodowa surowica wotowa (fetal bovine serum FBS), zestaw antybiotykéw: penicylina,
streptomycyna, fungison, znaczniki fluorescencyjne: Alexa Fluor 488 z falloidyna,
4',6-diamidyno-2-fenyloindol (DAPI), Fluo - 4 Direct™ Calcium Assai Kit, Kinazy Lekkich
Lancuchéw Miozyny (Myosin Light Chain Kinase, MLCK) z Pacyfic Orange

Enzo Life Science (Warszawa, Polska):

6-keto-PGF14 EIA kit

Sigma Aldrich (Poznan, Polska):
Medium MCDB, bufor fosforanowy (D - PBS; pH 7.4) 1x, trypsyna (0.25%), hydrokortyzon,

czynnik martwicy nowotworéw - TNF-o (Tumor Necrosis Factor - alpha)
Linia komérkowa EA.hy926 zostata udostepniona przez Dr C-]. Edgella (Departament of
Pathology, University of North Carolina, USA).

4.2 Hodowla komorek

Komdrki linii HMEC hodowano na wcze$niej przygotowanym medium wzrostowym z

suplementami do siodmego pasazu (P7).
Medium wzrostowe przygotowane w sterylnych warunkach zawiera nastepujace sktadniki:

1) Medium hodowlane - podtoze MCDB

2) L - Glutamina: 8uM

3) Hydrokortyzon: 0.05 mg/ml

4) Czynnik wzrostowy - EGF: 5ng/ml

5) FBS - ptodowa surowica bydleca: 10%

6) Zestaw antybiotykéw: penicylina, streptomycyna, fungison (1:1000)
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Pierwszym etapem tworzenia sie hodowli jest adhezja komoérek do podtoza. Nastepnie
komoérki rozptaszczajg sie i przybieraja charakterystyczny dla siebie wyglad [79]. Komorki
Srodbtonka hodowano w atmosferze 37°C, 5% CO2, a pasazowanie przeprowadzano co 72h
(do momentu uzyskania 90% konfluentnosci pokrycia dna butelek hodowlanych).
Pasazowanie komoérek rozpoczynato zebranie zmetabolizowanego supernatantu
komoérkowego, nastepnie plukano je podgrzanym do temperatury 37°C buforem
fosforanowym bez jonéw wapnia i magnezu. Kolejnym etapem pasazowania jest
trypsynizacja (trawienie biatek btony plazmatycznej komoérek, co skutkuje przechodzeniem
komorek do zawiesiny) przez okoto 2min ineutralizacja inhibitorem trypsyny - surowica.
Przygotowang zawiesine komoérek przenoszono do probéwki typu falcon 15ml, dopemiano
medium MCDB i wirowano 5min na 1400obr/min. Po zwirowaniu na dnie tuby osiadty
komorki w postaci peletu. Supernatant z trypsyng zostal usuniety, a pelet zawieszano we
wcze$niej opisanym medium hodowlanym z suplementami.

Druga linia komorkowa wykorzystang w pracy badawczej jest EAhy926 -
unieSmiertelniona linia komdérek uzyskana poprzez fuzje ludzkich komorki srodbtonka z zyty
pepowinowej z linig komoérkowa A-549 (ptucne komoérki nowotworowe). Komoérki hodowano
w medium hodowlanym DMEM uzupetionym o 10% ptodowej surowicy bydlecej, 2mM L-
glutaminy, 100pg penicyliny, 100pg streptomycyny oraz 2% suplement HAT (mieszanina
sodu hipoksantynowego, aminopteryny i tymidyny stosowana do selekcji i hodowli komoérek
typu hybridoma). Hodowle komdérkowa utrzymywano w temperaturze 37°C w atmosferze z
5% CO2. Komérki pasazowano dwa razy w tygodniu (po uzyskaniu 90% konfluentnosci
pokrycia dna butelek hodowlanych). Dla obu linii komérkowych HMEC oraz EA.hy926

zawiesine komorkowa wysiewano do badan w stezeniu 5-104 na 48h na ptytki 24-dotkowe.
4.3 Przygotowanie probek

Komorki do badan spektroskopii sit wysiewano na uprzednio wysterylizowane podtoza
hodowlane - szkietka poli-L-lizynowane (pociete na prébki o rozmiarach 1cm x 1cm) w
stezeniu 5-10%4 na 48h. Jednocze$nie do pomiaru przygotowywano probki referencyjne, ktére
stanowig natywne komorki linii HMEC badZ EA.hy926 zgodnie z procedura hodowli, o czasie
hodowli na szkietku rownym badanej prébce (z substancjg czynng). Po 48h do komoérek
dodawano cytokine TNF-a (10ng/ml), 1-MNA+ (w odpowiednich stezeniach: 0.05uM, 0.1uM,
0.2uM) lub simwastatyne (0.1puM, 1uM, 10uM) badz czynniki: 1,4-DMP (0.02uM, 0.1uM), 1-
MP (0.1uM, 1uM). Przed pomiarem prébke plukano w podgrzanym do 37°C medium
hodowlanym, w celu usuniecia komérek niezwigzanych z podtozem. Pomiar spektroskopii sit

byt przeprowadzany w medium hodowlanym.
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Wybarwianie F-aktyny
Do mikroskopii fluorescencyjnej - wybarwiania F-aktyny komorki wysiewano na ptytki

24-dotkowe. Komérki sr6dbtonka hodowano na ptytkach a nastepnie poddawano je dziataniu

czynnikom na okre$lone czasy inkubacji. Nastepnie przeprowadzano wybarwianie F-aktyny

wedtug nastepujacej procedury:

1. ptukanie podgrzanym do 37°C PBSem (pH 7.4),

2. utrwalenie 2.5% formaldehydem przez 10min,

3. permeabilizacja btony komdérkowej za pomoca 0.1% Trytonu X przez 4min (zwiekszenie
przepuszczalnosci btony komaérkowej),

4. inkubacja z PBS z 1% BSA przez 35 min w celu usuniecia matych biatek,
inkubacja z barwnikiem Alexa Fluor 488 z falloidyng (10/500uL PBS) przez 15 min.
Falloidyna wiaze sie zaro6wno in vivo jak i in vitro z aktyng powodujac stabilizacje F-
aktyny, réwniez w wigzkach mikrofilamentéw tworzacych widkna naprezeniowe. Ma ona
takie samo powinowactwo do krotkich jak i dtugich mikrofilamentéw i wigze sie z aktyna
w stosunku stechiometrycznym 1:1 (1 czasteczka falloidyny na 1 czasteczke aktyny w
filamencie aktynowym),

6. inkubacja z DAPI w stezeniu 0.00025% (w/v) przez 5min (wybarwienie jader
komorkowych).

Pomiedzy kolejnymi krokami komoérki ptukano PBS o pH 7.4. Obserwacje przy pomocy

mikroskopii fluorescencyjnej prowadzono bezposrednio po wybarwieniu komoérek.

Znakowanie aneksyng V oraz jodkiem propidyny
Do barwienia wykorzystano gotowy zestaw rekombinowanej aneksyny V koniugowanej
z FITC zawieszonym w buforze Tris z BSA i z azydkiem sodu. W sktad zestawu dodatkowo
wchodza: bufor zawierajacy jodek propidyny w stezeniu 50pg/ml oraz bufor wiazacy oparty
na HEPES z dodatkiem NaCl i CaCl.
Barwienie:
e plukanie komoérek wysiewanych na ptytce 24 dotkowej,
e zawieszenie komérek w buforze wigzacym (okoto 200ul na probke ptytki 24-dotkowej),
e dodanie aneksyny V (w stezeniu 5ul na 100pl buforu wigzacego) oraz PI (w dawce
10ml/100ml roztworu wiazacego)
e inkubacja komoérek w ciemno$ci w temperaturze pokojowej przez 15 minut

e wizualizacja komorek przy pomocy mikroskopu o odwré6conej optyce.
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Oznaczanie wewnatrzkomorkowych jonow Caz+

Do badan na cytometrze przeptywowym przygotowane zostaly zawiesiny komorek,
ktore uprzednio inkubowano z wybranymi czynnikami zapalnymi badZ $rédbtonkowymi.
Komorki do pomiaréw pasazowano z ptytki 24 - dotkowej a nastepnie pelet komoérek
rozpuszczano w roztworze barwnika Fluo 4 (rozcienczone 1:1000 w medium hodowlanym
z Trytonem X w koncowym stezeniu 0.01%) przez 45min. Kolejno komoérki wirowano,
zbierano supernatant i pelet zawieszono i inkubowano przez 20 min w roztworze
probenecydu - organicznego blokera transportu jonéw (rozcieniczenie 1:100 w medium
hodowlanym). Pomiar wykonywano bezposrednio po inkubacji w roztworze probenecydu.
Réwnoczesnie wyznakowano komorki referencyjne bezposrednio w dotkach ptytki
hodowlanej. Pomiar na cytometrze przeptywowym wykonywano roéwniez dla
niewybarwionych komoérek.

W celu sprawdzenia poprawnos$ci wybarwienia Fluo4 oraz lokalizacji jonéw Ca2*
wykonano roéwniez pomiary wapnia wewnatrzkomoérkowego z wykorzystaniem

mikroskopii fluorescencyjnej (Rycina 3.7C).

Oznaczanie zewnatrzkomorkowego NO

W celu okreslenia produkcji NO przez komorki metoda spektrofotometryczng analizie
poddano nasacz komoérkowy (100ul) z prébek z komérkami. Tak jak opisano w
podrozdziale 3.3.1. metoda Griessa pozwala na posredni pomiar NO (mierzone jest stezenie
azotynéw iazotan6w powstatych z rozpadu niestabilnej czasteczki NO). Nasacze
inkubowano z odczynnikami Griessa (0.35% 4-4-aminofenylo sulfonu, 0.1% N-(1-naftyl)
dichlorowodorek etylenodiamina w 1M HCI) w temperaturze pokojowej przez 10min.
Nastepnie na czytniku mikroptytek zostata zmierzona absorbancja azotynéw dla dtugosci

fali A = 550nm.

Oznaczanie prostacykliny

Oznaczanie prostacykliny przeprowadzano z supernatantéw komdérkowych za pomoca
EIA Kitu do znakowania metabolitu PGl; - 6keto PGFi.. Probki przygotowywano jak do
pomiaru immunofluorescencji czy tlenku azotu, natomiast do analizy pobierano po 100ul
supernatantu z kazdego dotka ptytki 24-dotkowej. Do pomiaru jednoczesnie przygotowane
zostaly komorki z odczynnikami oraz referencyjne.
Supernatanty komérek zakwaszano za pomoca 0.1M HCI i inkubowano przez 15 minut w
temperaturze 4°C. Po odwirowaniu zbierano supernatant i nanoszono go na kolumne

chromatograficzng wypeliong ztozem C18. Do rozdzialu chromatograficznego
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zastosowano chromatografie odwrdconej fazy. Przed naniesieniem probki na kolumne
ztoze przemyto 10ml alkoholu etylowego. Nastepnie kolumna zostata przeptukana kolejno
10ml wody dejonizowanej, 10ml 15% alkoholu etylowego i 10ml heksanu. Kolejny etap to
elucja izbieranie frakcji kolumny. Jako eluentu uzyto 10ml octanu etylu. W koncowym
etapie probki zostaly wysuszone w strumieniu azotu oraz rozpuszczone w 250ul buforu
testowego. Przed pomiarem probki byty mieszane na wytrzasarce vortex przez 5Smin w

temperaturze pokojowe;j.
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Rozdziatl 5. Odczyn zapalny - model dysfunkcji

srodbtonka

Pojecie dysfunkcji srédbtonka mozna zdefiniowac¢ jako stan zapalny komoérek
Srodbtonka, ktory charakteryzuje sie przede wszystkim zaburzeniami produkcji czynnikow
biochemicznych przez sr6dbtonek. W komérkach $rédbtonka stanu zapalnego obserwuje
sie zmniejszenie produkcji tlenku azotu przez eNOS badZ jego silng ciggla nadprodukcje z
udziatem indukowanej odmiany syntazy (iNOS) [80]. W konsekwencji nastepuje nadmierna
aktywacja cyklooksygenazy, co moze powodowaé powstawanie duzych ilosci prozapalnych
prostaglandyn a takze reaktywnych form tlenu. Wigze sie to ze zwiekszeniem
przepuszczalnosci sréodbtonka, czemu moze towarzyszy¢ przenikanie komérek zapalnych:
limfocytow oraz makrofagéw. Tak jak zaznaczono w podrozdziale 2.1.2 TNF-a jest
czynnikiem stymulujacym odczyn zapalny w komorkach srdédbtonka. Cytokina ta jest
produkowana przez komdrki zapalne: makrofagi i monocyty ale takze przez same komérki
$Sréodbtonka w odczynie zapalnym [10].

W niniejszym rozdziale zaprezentowano wyniki zwigzane z dziataniem cytokiny
prozapalnej TNF-a na komorki srédbtonka. Wpltyw TNF-a na Srodbtonek zostat zbadany za
pomoca mikroskopii i spektroskopii sit, wybarwiania F-aktyny cytoszkieletu
komorkowego, mikroskopii fluorescencyjnej oraz metody Griessa umozliwiajgcej pomiar
produkowanego tlenku azotu. W pracy badawczej przeprowadzono charakteryzacje
dziatania TNF-o na komorki $rédbtonka dla stezenia 10ng/ml dla wybranych czaséw
inkubacji: 1, 3, 6, 12 oraz 24h. Zestawienie otrzymanych wynikéw pozwolito na

zdefiniowanie modelu wczesnej dysfunkcji srédbtonka in vitro.
5.1 Zmiany morfologii komorek po aplikacji TNF-«a

Cytokine prozapalng TNF-a inkubowano w stezeniu 10ng/ml przez 1, 3, 6, 12 i 24h.
Nastepnie analizowano zmiany towarzyszace komérkom z badanym czynnikiem wzgledem
komoérek referencyjnych. Za pomoca mikroskopii sit atomowych wykonano obrazy
topografii komoérek dla poszczegélnych probek z TNF-a w rozmiarze 100um na 100pm,
dzieki czemu mozliwa byta wizualizacja catej komoérki wraz z wypustkami. W pracy
badawczej zmierzono nastepujace parametry morfologii: wydtuzenie, pole powierzchni,
objeto$¢ oraz wysokoS¢ cze$ci centralnej komoérki. Cze$¢ centralna komdrek zostata
zdefiniowana jako obszar powyzej potowy wysokos$ci komorki (Srednio powyzej 1um). Do

obliczen uwzgledniono od 26 do 28 komoérek dla kazdego czasu inkubacji. Wydtuzenie
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komoérki zdefiniowano jako stosunek dtugosci do szerokosci czes$ci centralnej komérki. Na
Rycinie 5.1 zaprezentowano przyktadowe obrazy topografii komorek o rozmiarach 30um
na 30um dla komérki kontrolnej (A) oraz inkubowanych z TNF-a (B-F) odpowiednio przez
1, 3, 6, 12 oraz 24h. Pod obrazami topografii komdrek zamieszczono odpowiadajgce im
profile poprzeczne przez czes¢ centralng. Na podstawie Ryciny 5.1 mozna wnioskowac, ze
komérki inkubowane z TNF-a przez 1h zmieniajg ksztatt z wydtuZzonego na sferyczny. Dla
pozostatych czaséw inkubacji z cytoking prozapalng komoérki przyjmuja ksztatt
wrzecionowaty (podobnie jak w przypadku komdrek referencyjnych). Podsumowujac,
najbardziej widoczne zmiany ksztattu komoérek na obrazach AFM zostaty zaobserwowane

dla inkubacji 1h z TNF-a.

o 10 20 0 10 20 30 O 10 20
Odleglésé [um] Odlegtosé [um]

0 10 20 0 10 20 e 10 20 30
Odlegtosé [um] Odlegtosé [um] Odlegtosé [um]

Rycina 5.1. Obrazy AFM topografii komoérek (30um x 30um): kontrolnej (A) oraz inkubowanych z TNF-a
odpowiednio przez 1, 3, 6, 12 i 24h (B-F).

Na Rycinie 5.2A zaprezentowano $rednie wartosci objetosci V oraz pola powierzchni S
czesSci centralnych komérek. Zauwazono wyrazne zmniejszenie obu parametréw dla czasu
inkubacji 1h, co $wiadczy o obkurczeniu komérek w poréwnaniu z komoérkami

referencyjnymi. Wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji zaobserwowano niewielkie fluktuacje
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mierzonych parametréow morfologii (S, V). Rycina 5.2B ilustruje S$rednie wartosci
wydtuzenia i wysoko$ci czes$ci centralnych komdérek. Wartos¢ wydtuzenia dla komoérek
referencyjnych wynosi powyzZej 3, natomiast dla komoérek z cytoking okoto 2.5, co
dodatkowo potwierdza zmiane ksztattu czesci centralnej komoérek po zadziataniu TNF-a. Z
drugiej strony, TNF-a powoduje zwiekszenie wysokoSci czesci centralnej komoérek (Rycina
5.2B), najwieksze dla czasu inkubacji 12h, co prawdopodobnie zwigzane jest ze
zwiekszeniem czasteczek adhezyjnych na powierzchni komoérek [10]. Prezentowane wyniki
parametrow morfologii wskazuja na najwieksze zmiany morfologiczne komoérek dla

najkrotszego czasu inkubacji (1h) z cytoking TNF-a.
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Rycina 5.2. Wartosci pola powierzchni i objetosci czesci centralnych komodrek (A) oraz wydtuzenia i
wysokosci komorek (B) po dodaniu cytokiny prozapalnej na ustalone czasy inkubacji (Srednia

arytmetyczna1SD).

5.2 Mikroskopia fluorescencyjna

Tak jak opisano w podrozdziale 3.1 mikrofilamenty zbudowane sg z dwoch form
aktyny: G-aktyny (globularnej) oraz F-aktyny (wldékienkowej). Poniewaz F-aktyna jest
struktura cytoszkieletu odpowiadajaca za ksztatt oraz wtasciwosci mechaniczne komorek,
znakowanie tej struktury stanowi potwierdzenie pomiaréw morfologii oraz elastycznosci.
Dodatkowo F-aktyna wplywa na migracje komorek, regulacje przepuszczalnosci
monowarstwy Srddbtonka a takze peini funkcje barierowe [60].

Na Rycinie 5.3 zaprezentowano obrazy mikroskopii fluorescencyjnej znakowanej F-
aktyny cytoszkieletu komérkowego (obszar zielony) oraz jader komérkowych (obszar

niebieski) dla réznych czaséw inkubacji komérek z TNF-a.
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A B

Rycina 5.3. Obrazy fluorescencyjne znakowanej F-aktyny cytoszkieletu komodrkowego dla komodrek
referencyjnych (A) oraz inkubowanych z TNF-a przez 1, 3, 6, 12 i 24h (B-F). Strzatki 1 i 3 prezentuja
pogrubione widkna F-aktyny ukiadajace sie wzdtuz giéwnej osi komorki, natomiast strzatki 2 i 4
pogrubienie widkien na brzegach komdrek. Na obrazach D-F widoczna depolimeryzacja widkien, gdzie
zaznaczono pojedyncze, skrocone witékna F-aktyny - strzatki 5-7 oraz catkowity depolimeryzacje —
strzatka 8. Skala: 20um.
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Na obrazach fluorescencyjnych mozna zauwazy¢ wyrazne zmiany utoZenia oraz
gesto$ci wiokien F-aktyny komoérek po dodaniu cytokiny prozapalnej. Komoérki
referencyjne (Rycina 5.3A) utoZone s3 cegietkowo, a F-aktyna zlokalizowana jest w
cze$ciach peryferyjnych. Dla czasu inkubacji 1h oraz 3h widoczne sg pogrubione witékna
przebiegajace wzdluz gtéwnej osi komérek tzw. ,witdkna naprezeniowe” (Rycina 5.3B i C,
strzatki 1 i 3) oraz w czesSciach peryferyjnych (Rycina 5.3B iC, strzatki 2 i 4).
SzeSciogodzinna inkubacja z TNF-a powoduje skrdécenie witokien F-aktyny i jej
nieregularne utozenie (Rycina 5.3D, strzatki 5 i 6). Natomiast w przypadku dtuzszych
czasOow inkubacji 12 oraz 24h obserwowana jest depolimeryzacja wtokien aktynowych
(Rycina 5.3E i F, strzatki 7 i 8). Dodatkowo w przypadku komoérek inkubowanych z TNF-a
dla wszystkich czas6w inkubacji zaobserwowano charakterystyczne ,dziury”
miedzykomorkowe (brak cegietkowego ulozenia), $wiadczace o odczynie zapalnym
komoérek [60].

Podsumowujgc, TNF-a aplikowany w stezeniu 10ng/ml powoduje dwustopniowe
przegrupowanie witokien cytoszkieletu - poczatkowo, dla krotszych czaséow inkubacji
(11i3h) obserwowana jest silna polimeryzacja powodujaca zgrubienie witékien F-aktyny,
natomiast w przypadku dtuzszej inkubacji nastepuje depolimeryzacja prowadzac do

zwiekszenia ilosci G-aktyny w komoérkach.

5.3 Dwustopniowa zmiana elastycznosci komorek srodbtonka po

stymulacji TNF-a

Metodg okreslajacg zmiany stymulowanych komoérek TNF-a w stezeniu 10ng/ml jest
spektroskopia sit. Badanie wtasciwosci mechanicznych komérek $srédbtonka umozliwito
petniejsza charakteryzacje wptywu cytokiny prozapalnej. W zatgczniku (Rycina Z.1)
przedstawiono histogramy rozkitadu parametru elastyczno$ci komoérek dla poszczegélnych
czasOw inkubacji wraz z warto$ciami median z dopasowania log-normal. Korzystajac ze
wzoru (3.9) podrozdziatu 3.4 obliczono relatywne zmiany parametru elastycznosci dla
ustalonych czaséw inkubacji, ktére zaprezentowano na Rycinie 5.4 (szary kolor) dla dwéch
linii komérkowych: HMEC - komorki srodbtonka ludzkiego mikronaczyn (Rycina 5.4A) oraz
EA.hy926 - ludzkie komérki srédbtonka z zyty pepowinowej (Rycina 5.4B). Dodatkowo, na
Rycinie 5.4 zaznaczono relatywne zmiany produkcji NO dla obu linii komérkowych (kolor

niebieski).
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Rycina 5.4. Relatywne zmiany parametru elastycznosci oraz produkcji NO dla linii komérkowej EA.hy926
(A) oraz HMEC (B) dla inkubacji z TNF-a przez 1, 3, 6, 12 i 24h. (**) p<0.01, (*) p<0.05.

Zamieszczone wyKresy prezentujag dwustopniowe zmiany parametru elastycznosci oraz
produkcji NO dla obu linii komérkowych. Najpierw, dla krétkich czaséw inkubacji (1 i 3h),
zaobserwowano wzrost parametru elastycznosci (zmniejszenie elastycznosci) czemu
towarzyszy silne zmniejszenie produkcji NO w poréwnaniu z komdérkami referencyjnymi.
SzeSciogodzinng inkubacje mozna traktowac jako ,inkubacje przejsciowq”, gdzie dla komoérek
linii HMEC zaobserwowano zmniejszenie parametru elastycznosci i wzrost poziomu NO,
natomiast dla linii komérkowej EA.hy926 brak zmian w poréwnaniu z poziomem odniesienia.
Nadprodukcja tlenku azotu oraz zmniejszenie parametru elastycznosci utrzymuje sie dla
czasOw inkubacji 12 i 24h w przypadku obu linii komoérkowych. Prezentowane wyniki
pokazuja anty-korelacje pomiedzy zmianami parametru elastycznosci komérek oraz
produkcja NO, co zauwazone zostato przez grupy badawcze dla innych czynnikéw
$rodbtonka [81]. Badanie elastycznosci

wywotujacych dysfunkcje jest pomiarem

potwierdzajacym przegrupowanie witdkien cytoszkieletu cze$ci korowej komoérek.
Zmniejszenie parametru elastycznosci (dla dtuzszych czaséw inkubacji z TNF-a) jest
odpowiedzia na procesy depolimeryzacji w komérkach, a zatem zwigzane jest ze
zwiekszeniem ilo$ci G-aktyny. Skutkuje to zwiekszeniem miejsc wiazacych dla
srodblonkowych syntaz tlenku azotu, a takze zwiekszonym transportem L-argininy do

syntezy NO [82].
5.4 Zaleznos$¢ pomiedzy parametrem elastycznosci a produkcja NO

W celu rozwiniecia zagadnienia anty-korelacji parametru elastycznosci z poziomem
tlenku azotu zostaty przeprowadzone dodatkowe badania, ktére postuzyty do odpowiedzi na
pytanie: czy chemiczne blokowanie syntaz NO bedzie wptywato na elastyczno$¢ komérek?
W pracy [81] pokazano, ze blokowanie aktywnos$ci syntaz NO mozna uzyska¢ poprzez

aplikacje estru metylowego NG-nitro- L-argininy (L-NAME) o stezeniu 100nM na 1h.
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Bazujac na wynikach otrzymanych w podrozdziale 5.3 (Rycina 5.4) blokowanie syntaz
NO przeprowadzono na komdrkach z TNF-a inkubowanych 12h (silna nadprodukcja tlenku
azotu). Na Rycinie 5.5 zaprezentowano wartosci parametru elastycznosci dla komorek
referencyjnych, inkubowanych z TNF-a przez 12h oraz z TNF-a przez 12h a nastepnie z
L-NAME w stezeniu 100nM przez 1h. Aplikacja TNF-a na 12h skutkuje zmniejszeniem
parametru elastycznosci wzgledem referencji. Dodatkowo, inkubacja komoérek z TNF-a oraz
L-NAME nie wplywa na zmiane elastyczno$ci komoérek w poréwnaniu z komérkami
inkubowanymi tylko z czynnikiem prozapalnym (warto$¢ zblizona jak dla TNF-a-12h).
Informacja ta potwierdza fakt, ze wtasciwos$ci mechaniczne dostarczaja informacji o poziomie
produkowanego tlenku azotu przez komérki, ale nie odwrotnie. Nie mozna jednoznacznie
stwierdzi¢, czy przy zmniejszeniu/zwiekszeniu NO obserwowany bedzie wzrost/spadek
parametru elastycznosci (L-NAME poprzez blokowanie syntaz zmniejsza produkcje NO, ale

nie wptywa na elastyczno$¢ komoérek).
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Rycina 5.5. Wartosci parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych, inkubowanych z TNF-a przez
12 oraz TNF—a 12h + L-name 1h. (**) p<0.01.

5.5 Odczyn zapalny po zastosowaniu TNF-a

Glownymi regulatorami organizacji cytoszkieletu sg biatka z rodziny Rho - molekularne
»przetaczniki” do regulacji proceséw komdrkowych. Jednym z biatek tej rodziny jest Rho A,
ktére poprzez stymulacje polimeryzacji G-aktyny wplywa na powstanie ,widkien
naprezeniowych” [83]. Pojawienie sie ,wtdkien naprezeniowych” w komoérkach srédbtonka
skutkuje zmniejszeniem elastyczno$ci komoérek (wzrostem parametru elastycznosci).
Z drugiej strony obecnos$¢ ,wtdékien naprezeniowych”, czyli zwiekszenie ilosci F-aktyny moze
wptywa¢ na zmiany morfologii komoérek (zwigzane z ksztattem, wydtuzeniem, polem

powierzchni czy objetoScia komédrek) a takze na zmniejszenie aktywnosci srédbtonkowych

51



Rozdziat 5. Odczyn zapalny - model dysfunkcji Srédbtonka

syntaz NO [82]. Dodatkowo, zmniejszony poziom tlenku azotu moze aktywowa¢ produkcje
reaktywnych form tlenowych w komorkach [4]. Natomiast depolimeryzacja widkien
aktynowych zwieksza ilo$¢ miejsc wigzacych dla syntaz NO. Syntazy te zlokalizowane s3
gltéwnie w aparatach Golgiego, a takze w kaweolach - strukturach biatkowo-lipidowych
oddziatujagcych z G-aktyng cytoszkieletu [82]. Potgczenie eNOS z G-aktyng nie tylko
umozliwia aktywacje samych syntaz, ale réwniez stabilizuje kompleks kierujacy dostawag
substratu (L-argininy) do optymalnego wytwarzania NO.

Na Rycinie 5.6 zaprezentowano schematyczne polaczenie zmierzonych parametréw po

stymulacji cytoking prozapalna.
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odczyn zapalny
Rycina 5.6. Schemat przedstawiajacy zalezno$ci pomiedzy zmierzonymi parametrami. Podsumowanie
dziatania TNF-a dla stezenia 10ng/ml i ustalonych czasach inkubacji.

Dla krétkich czaséw inkubacji TNF-a (1 i 3h) zaobserwowano zmniejszenie elastycznosci
komorek, czemu towarzyszy powstawanie ,wtdkien naprezeniowych” (poprzez procesy
polimeryzacji G-aktyny) oraz zmniejszenie produkcji tlenku azotu. Otrzymane wyniki sg
zgodne z obserwacja, ze TNF-a aplikowany w stezeniu 20ng/ml na 4h powoduje zwiekszenie
kinaz lekkich tancuchéw miozyny (MLCK) [60]. Fosforylacja lekkich tanncuché6w miozyny jest
wywotywana poprzez dziatanie biatek Rho i moze stymulowac¢ interakcje aktyny z miozyna
[84], a tym samym wywotywac¢ polimeryzacje G-aktyny.

Dla dtuzszych czas6w inkubacji 6, 12 oraz 24h uzyskano zmniejszenie parametru
elastycznosci, co zostato potwierdzone zaobserwowana depolimeryzacja F-aktyny na
obrazach fluorescencyjnych oraz zwiekszeniem produkcji NO. Jednogodzinna stymulacja

komoérek srédbtonka cytoking TNF-a powoduje zamiane ksztattu komdrek z wrzecionowego
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na sferyczny. Z przedstawionego schematu wynika, Ze wptyw TNF-a mozna podzieli¢ na
dwie fazy: I-wczesna dla krétkich czaséw inkubacji oraz II (powyzej 6h), gdzie komorki
produkuja nadmiar NO, co prawdopodobnie zwigzane jest z uruchomieniem indukowanej
syntazy tlenku azotu i moze prowadzi¢ do ich apoptozy. Podsumowujac, aplikowanie TNF-a
na 1h daje najsilniejszy odczyn zapalny i przypadek ten w niniejszej pracy doktorskiej zostat

zdefiniowany jako model wczesnej dysfunkcji Srédbtonka in vitro.
5.6 Wnioski

W niniejszym rozdziale zaprezentowano zastosowanie gtéwnej metody badawczej

spektroskopii sit do charakterystyki odczynu zapalnego komorek srédbtonka. Odczyn ten
uzyskano poprzez aplikacje cytokiny prozapalnej TNF-a w stezeniu 10ng/ml, na ustalone
czasy inkubacji 1, 3, 6, 12 oraz 24h. Uzyskane wyniki pomiaru elastycznosci potwierdzono
dodatkowymi metodami: mikroskopia fluorescencyjng i znakowaniem F-aktyny
cytoszkieletu komérkowego oraz pomiarem wydzielanego tlenku azotu.
Warto podkresli¢, ze otrzymano anty-korelacje pomiedzy parametrem elastycznosci
a produkcjg NO przez komoérki srédbtonka. Zwigzana jest ona z aktywacja srédbtonkowych
syntaz NO poprzez zwiekszenie miejsc wigzacych (zwiekszenie G-aktyny w komoérkach), co z
kolei skutkuje zmniejszeniem parametru elastycznos$ci komérek.

Wyniki otrzymane dla dwoch linii komérek srédbtonka: HMEC - mikronaczyn oraz
EA.hy926 pozyskiwanych z zyty pepowinowej, wskazuja na dwuetapowy odczyn zapalny
komorek s$rédbtonka inkubowanych z cytoking prozapalng TNF-a. Dla krétkich czaséw
inkubacji obserwowane jest zwiekszenie sztywnos$ci komoérek i spadek produkcji NO, dla
dtuzszych czas6w odwrotnie.

Najwieksze zmiany fenotypu komdrek Srdodbtonka zostaty zaobserwowane dla 1h
inkubacji z TNF-q, co zostanie wykorzystane w dalszej pracy eksperymentalnej jako model

dysfunkcji sSrodbtonka in vitro.
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Rozdzial 6. ,Leczenie” simwastatyng in vitro

W prezentowanym rozdziale przedstawione zostang wyniki badania wplywu
simwastatyny na komorki $rédbtonka w  zakresie stezen: odpowiadajacemu
terapeutycznemu in vivo - 1pM oraz dla stezen wyzszych: 10 oraz 100uM. Dodatkowo, dla
stezenia 1pM oraz 0.1uM zostanie zbadane przeciwzapalne dziatanie tego zwigzku in vitro
na modelu wczesnej dysfunkcji opisanym w rozdziale 5. Jako Ze simwastatyna jest
powszechnie stosowanym farmaceutykiem do normalizacji stezenia lipidéw we krwi, ale
takze jako uzupelnienie leczenia w przypadku miazdzycy naczyn serca i cukrzycy,
zaprezentowane wyniki stanowig punkt odniesienia do badan potencjalnych czynnikéw

srédbtonkowych in vitro.
6.1 Weryfikacja stezenia simwastatyny

Weryfikacje fizjologicznego stezenia simwastatyny przeprowadzono na komoérkach
$rodbtonka ludzkiego mikronaczyn dla czasu inkubacji 24h oraz stezen: 1uM, 10uM i 100uM.
Na Rycinie 6.1A zaprezentowano warto$ci parametru elastycznosci dla komorek
referencyjnych oraz inkubowanych z lekiem. Na Rycinach Z.2 oraz Z.3 zaljcznika
zamieszczono rozktady parametréow elastycznosci komoérek odpowiadajgce punktom

pomiarowym odpowiednio z Ryciny 6.1A oraz B.
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Rycina 6.1. Wartosci parametru elastycznosci dla komodrek referencyjnych oraz inkubowanych z
simwastatyng (1pM, 10uM, 100uM) dla 24h (A) oraz inkubowanych z simwastatyng (1uM) dla réznych
czasow inkubagji (B). (**) p<0.01, (*) p<0.05.

Bazujac na wynikach zamieszczonych na Rycinie 6.1A mozna stwierdzi¢, Ze dziatanie
wybranej statyny ma charakter dawko-zalezny. Dla najnizszego wybranego stezenia in vitro

1uM stepuje zmniejszenie parametru elastycznos$ci o okoto 7% wartos$ci referencji,
= wystepuj ) p )
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natomiast dla wyzszych stezen 10uM i 100uM zaobserwowano spadek parametru
elastycznosci odpowiednio o okoto 60% i 40%. Nalezy zwrdci¢ uwage na wyzsza warto$¢
parametru elastycznosci dla najwyzszego stezenia (100pM) w poréwnaniu z 10uM. Na
Rycinie 6.2 przedstawiono obrazy optyczne komorek, ktére odpowiadaja punktom

eksperymentalnym do Ryciny 6.1.

Rycina 6.2. Obrazy optyczne komérek srédbtonka: referencyjnych (A) oraz inkubowanych z simwastatyna
w dawkach 1uM (B), 10uM (C) oraz 100uM (D). Skala: 50um.

Na obrazach optycznych mozna zauwazy¢ zmiany morfologii oraz rozmieszczenia
komorek inkubowanych z simwastatyng dla wyzszych stezen. Komérki referencyjne oraz
inkubowane w najnizszym badanym stezeniu simwastatyny tworza monowarstwe. Dla
stezenn 10uM oraz 100pM komérki przybierajg ksztatt kulisty, tworzg skupiska i ich gestos¢
jest znacznie mniejsza w porédwnaniu z referencja. Poniewaz zaobserwowane zmiany na
obrazach mikroskopii optycznej wskazuja na apoptoze oraz nekroze komdrek,
przypuszczenia te zostaty potwierdzone wybarwianiem fluorescencyjnym aneksyna V oraz
jodkiem propidyny. Obrazy fluorescencyjne przedstawiono na Rycinie 6.3. Dla komoérek
inkubowanych z simwastatyng w stezeniu 1uM nie zaobserwowano emisji $wiatla
fluorescencyjnego. Dla komoérek z lekiem w stezeniu 10pM zaobserwowano zielong
fluorescencje, sa one obkurczone iwystepuje kondensacja chromatyny, co $wiadczy

o apoptozie komorek [85].
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Dla najwyzZszego steZenia obserwowana jest gtéwnie czerwona fluorescencja informujaca
0 ,p0znej” fazie apoptozy badz nekrozie komoérkowej. Nekroza komoérkowa jest skutkiem
zbyt duzego nasilenia czynnika (w przypadku simwastatyny 100uM), gdzie w komérkach nie
zostaly zainicjowane procesy naprawcze ani kaskady zjawisk charakterystycznych dla

apoptozy [85].

B

Rycina 6.3. Obrazy fluorescencyjne komarki srédbtonka inkubowanych z simwastatyng w dawce 10uM
(A) oraz 100uM (B) znakowanych aneksyng V (zielona fluorescencja) oraz jodkiem propidyny (czerwona

fluorescencja). Skala dla A: 10um, B: 50um.

Otrzymane wyniki znakowania fluorescencyjnego koreluja z wartoSciami parametru
elastycznos$ci zaprezentowanymi na Rycinie 6.1A. Dla stezenia 10uM zaobserwowano
apoptoze komorek, co skutkuje silng depolimeryzacjg F-aktyny a tym samym zwiekszeniem
elastycznosci komorek (spadek parametru elastyczno$ci wzgledem referencji) [86]. Z drugiej
strony, dla wyzszego stezenia zaobserwowano ,pézne” stadium apoptozy lub nekroze
komorek, co koreluje z niewielkim zwiekszeniem parametru elastyczno$ci wzgledem
komoérek inkubowanych z lekiem w stezeniu 10uM. Otrzymane wyniki s3 zgodne z
doniesieniami literaturowymi na temat wptywu simwastatyny na inne linie komorek
$rodbtonka. Simwastatyna w stezeniu 2uM nie inicjuje proapoptotycznych sygnatéw w
komoérkach szczurzych tetnicy ptucnej miesni gtadkich [87], natomiast 100uM dawka tego
leku indukuje apoptoze w komoérkach szczurzych aorty piersiowej miesni gtadkich [88].
Podobny efekt simwastatny uzyskano réwniez w przypadku komoérek nowotworowych.
Choiwsp. [89] pokazali, Ze 10uM simwastatyna indukuje ,wczesng” faze apoptozy na
komorkach ludzkich raka okreznicy, natomiast 50uM ,p6zn3a” faze apoptozy badz nekroze.

Podsumowujac, spektroskopia sit, mikroskopia optyczna oraz fluorescencyjna postuzyty
do weryfikacji fizjologicznego stezenia simwastatyny, tzn. takiego przy ktérym

zaobserwowane sg najmniejsze zmiany fenotypu komoérek. Najmniejsze zmiany morfologii
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i elastycznosci komérek uzyskano dla stezenia 1puM, wobec czego badania elastycznosci
zostaty kontynuowane dla tego wtasnie stezenia oraz krétszych czaséw inkubacji (1, 31 12h).
Na Rycinie 6.1B zaprezentowano wartosci parametru elastycznosci dla komérek poddanych
dziataniu leku dla pozostatych czasé6w inkubacji. Dla 1h otrzymana warto$¢ parametru
elastycznosci jest zblizona do wartos$ci referencji (réznice nieistotne statystycznie na
poziomie istotnosci p=0.05). Wydtuzenie czasu inkubacji do 3h skutkuje istotnym
statystycznie zmniejszeniem parametru elastycznosci o okoto 15% wartosci referencji.
Kontynuujac, dla 12 i 24h inkubacji nastepuje zwiekszenie parametru elastycznosci
wzgledem 3h inkubacji (zalezno$¢ potwierdzona testem Tukey’a przeprowadzonym miedzy
grupami 3h i 12h oraz 3h i 24h na poziomie istotnosci p=0.05). Zmniejszenie parametru
elastycznosci w przypadku komérek inkubowanych z simwastatyna przez 3h w dawce 1uM
jest prawdopodobnie zwigzane z wewngtrzkomdérkowym mechanizmem produkcji tlenku
azotu przez $rdédbtonek pod wptywem tego leku. Simwastatyna hamuje izopropylacje Rho,
ktdry jest negatywnym regulatorem ekspresji syntaz NO [90]. W konsekwencji reguluje ona
produkcje tlenku azotu przez komérki §rédbtonka, co zwigzane jest rowniez z powstawaniem
miejsc wigzacych Srédblonkowych syntaz NO (depolimeryzacja F-aktyny). Przebudowa
cytoszkieletu komérkowego, a doktadnie zwiekszenie G-aktyny skutkuje zwiekszeniem
elastycznosci komorek [62], czyli zmniejszeniem warto$ci parametru elastycznosci, ktéry
rowniez zaobserwowano w przypadku aplikacji simwastatyny w stezeniu 1uM dla
wybranych czaséw inkubacji (Rycina 6.1B).

Tak jak zaznaczono w podrozdziale 2.1.1 jednym ze standardowych czynnikéw
srodbtonkowych decydujacym o prawidtowo funkcjonujgcym $rédbtonku jest prostacyklina.
Innym parametrem przydatnym w celu wykluczenia/potwierdzenia proceséw zwigzanych z
zaburzeniami cyklu komdrkowego (na przyktad apoptozy) jest poziom wapnia
wewnatrzkomorkowego. Silne zwiekszenie jonéw Ca?* moze by¢ spowodowane
uszkodzeniem btony komdérkowej, w ktérej zlokalizowane sa pompy wapniowe [91].

W celu potwierdzenia wyboru fizjologicznego stezenia simwastatyny przeprowadzono
pomiary parametréw biochemicznych: oznaczanie wewnatrzkomdérkowych jonéw Ca?+ oraz
pomiar wydzielanej prostacykliny (PGI;). Na Rycinie 6.4A zaprezentowano $rednie wartosci
zmierzonego metabolitu prostacykliny (6ketoPGFi,), natomiast na Rycinie 6.4B $rednia
intensywno$¢ Fluo4 dla komoérek referencyjnych oraz inkubowanych z simwastatyng w

stezeniu 1pM dla wybranych czaséw inkubacji.

57



A. Kotodziejczyk, Praca doktorska

<
1000 - o 250 -
— - Oznaczenie PGI2 =} Oznaczenie wewnatrzkomorkowych
g ™ jonéw Ca2+
> i)
& S 200+
5 750 b
N 1)
& (&
1<)
o S 1504
o) =
2 5
% 500 8
) g 100 |
\8 %
c
S 250 3
2 E 504
@ ©
S S
o
O ol c%) 04
‘D referencia 1 an 6h 12n  2an referencia 1h  3h  4h  12h  24h

Rycina 6.4. Srednia wartoé¢ metabolitu prostacykliny (A) oraz intensywnosci fluorescencji Fluo4 (B)
(Srednia £SD).

Dla komoérek inkubowanych z lekiem w stezeniu 1uM nie zaobserwowano zmian w iloSci
jonéw wapnia wewngtrzkomoérkowego wzgledem referencji (Srednia warto$¢ intensywnosci
Fluo4 oscyluje wokét poziomu odniesienia). W przypadku PGI; otrzymano spadek
wydzielania prostacykliny (o okoto 15% warto$ci referencji) dla 1h oraz brak zmian dla
dtuzszych czas6w inkubaciji.

Bazujac na wynikach spektroskopii sit (parametru elastycznosci) oraz biochemicznych
parametrach (Ca2+ oraz PGI;) mozna stwierdzi¢, Zze simwastatyna w stezeniu 1uM nie
powoduje zmian fenotypu komoérek Srodbtonka. Stad tez uzasadnione jest badanie
przeciwzapalnego dziatania simwastatyny (w konfiguracji zdefiniowanej jako terapeutyczna
oraz prewencyjna) dla tego wtasnie stezenia oraz nizszego 0.1uM - odpowiadajacej najnizszej

wartos$ci terapeutycznej in vivo.
6.2 Przeciwzapalne dzialanie simwastatyny in vitro

Poniewaz okres pottrwania gléwnego metabolitu simwastatyny in vivo jest w zakresie
1.5-2h, badanie przeciwzapalnego dziatania tego leku przeprowadzono dla czasu inkubacji
2h. W tym celu wykorzystano wczesniej opisany model dysfunkcji srédbtonka zdefiniowany
jako inkubacja komdrek z cytoking prozapalng TNF-a (10ng/ml) przez 1h. Badania
simwastatyny zostaty przeprowadzone w konfiguracji TNF-o(1h) + statyna(2h) -
weryfikacja ,terapeutycznego” dziatania oraz statyna(2h) + TNF-a(1h) - ,prewencyjnego”.
Rozktady parametréw elastycznosci dla zdefiniowanych konfiguracji przedstawiono na
Rycinie Z.4 zalacznika. Otrzymane warto$ci parametru elastyczno$ci zaprezentowano na

Rycinie 6.5.
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Rycina 6.5. Wartosci parametru elastycznosci dla komérek inkubowanych z simwastatyng w dwadch
konfiguracjach: terapeutycznej oraz protekcyjnej dla dwoéch stezen 1uM (ciemny szary) oraz 0.1uM
(zaznaczono na niebiesko). Zaprezentowano réwniez wartosci parametru elastycznosci otrzymane dla

komorek referencyjnych oraz inkubowanych z cytoking TNF-a przez 1h. (**) p<0.01, (*) p<0.05.

Tak jak opisano w rozdziale 5 cytokina prozapalna TNF-a aplikowana na 1h zmniejsza
elastyczno$¢ komorek. Jest to zwigzane z polimeryzacja G-aktyny w czeSci korowej
cytoszkieletu komoérkowego. Aplikacja 1pM simwastatyny z TNF-a w konfiguracji
Jterapeutycznej” nie powoduje zmian parametru elastycznosci wzgledem poziomu referencji.
W przypadku konfiguracji ,prewencyjnej” zaobserwowano spadek parametru elastycznosci
wzgledem komoérek z TNF-a ale réwniez wzgledem referencji, a otrzymana warto$¢
parametru elastycznosci jest zblizona jak dla komoérek inkubowanych tylko z simwastatyng
przez 3h (Rycina 6.1B). Zmniejszenie parametru elastycznosci $wiadczy o procesach
depolimeryzacji F-aktyny, a przez to zwiekszeniu produkcji tlenku azotu. Otrzymane wyniki
dla 1uM dawki simwastatyny wskazujg na przeciwzapalne dziatanie tego zwigzku na
komorkach w odczynie zapalnym wywotanym czynnikiem martwicy nowotwordéw.

Z drugiej strony, nizsze stezenie leku (0.1pM) zastosowane w konfiguracji terapeutyczne;j
skutkuje wzrostem parametru elastycznosci jak w przypadku aplikacji TNF-a (brak
Jterapeutycznego” dziatania). Natomiast w konfiguracji zapobiegawczej warto$¢ parametru
elastycznos$ci jest mniejsza niz w przypadku komoérek z TNF-a (inicjacja dziatania
przeciwzapalnego), ale otrzymana warto$¢ jest wyzsza (o okoto 16%) w pordéwnaniu z
wartoscig uzyskang dla komoérek referencyjnych, co sugeruje, ze nalezatoby wydtuzy¢
prewencyjny czas inkubacji dla tego stezenia. Dla dawki 0.1pM badanego leku nie

zaobserwowano przeciwzapalnego efektu na komdrkach srédbtonka w odczynie zapalnym.
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6.3 Mechanizmy dziatania statyn

6.3.1 Proapoptotyczne dzialanie statyn

Statyny dziataja wielokierunkowo na komorki srodbtonka. W nizszych stezeniach (okoto
1uM) maja charakter przeciwzapalny, natomiast w wyzszych wykazujg dziatanie
cytostatyczno-cytotoksyczne tzn. zatrzymujg funkcjonowanie komoérek lub wywotujg $mier¢
komoérkowa na drodze apoptozy badZz nekrozy. Zdolnos$¢ do selektywnego indukowania
apoptozy (brak wywotywania apoptozy, np. w komérkach szpiku kostnego) decyduje o ich
przydatnos$ci w terapii choréb nowotworowych. Biosynteza cholesterolu oraz produktéw
posrednich (zwigzkéw izoprenoidowych) obejmuje szlak mewalonowy. W komoérkach
nowotworowych wystepuje wzrost stezenia mewalonianu (jednego z substratéw do szlaku
mewalonowego), a tym samym zwiazkéw steroidowych. Sprzyja to intensywnej proliferacji
komoérek, powstawaniu fenotypu inwazyjnego i rozwoju lekoopornosci, co zmniejsza
skutecznos¢ tradycyjnych lekéw przeciwnowotworowych [92-95]. Statyny aplikowane w
wyzszych stezeniach obnizajg poziom cholesterolu, a zatem obnizaja stezenie kwasu
mewalonianego, co potwierdza ich potencjat w terapii przeciwnowotworowe;j.

W ostatnich latach powstato wiele prac przedstawiajacych proapoptotyczne
mechanizmy dziatania statyn. Zestawienie danych literaturowych zamieszczono w Tabeli 4.
Zréznicowane mechanizmy prowadzace do zaprogramowanej $mierci komérkowej zwigzane
s3 z mozliwo$cig indukowania dwdéch rodzajéw szlakow apoptotycznych tzw. ,zewnetrznego”
(zaleznego od receptoréw $mierci) badZ ,wewnetrznego” (mitochondrialnego).
Mitochondrialny szlak apoptotyczny indukowany jest w komérkach na skutek zwiekszenia
przepuszczalnosci bton mitochondrialnych. W efekcie zaburzona zostaje w komorkach
gospodarka jonowa, potencjal elektrochemiczny oraz wewngtrzkomérkowy poziom pH.
Czestym skutkiem ,mitochondrialnego” szlaku apoptotycznego jest zwiekszenie liczby
kanatéw w btonie mitochondrium, co moze prowadzi¢ do produkcji reaktywnych form tlenu
(ROS) powodujacych tzw. stres oksydacyjny. Wewnetrzny proces apoptozy jest regulowany
przez biatka z rodziny Bcl-2, ktére ze wzgledu na swoje umiejscowienie w komorce
(cytoplazma lub btona mitochondrialna) moga dziata¢ pro badZ antyapoptotycznie. Z drugiej
strony, ,zewnetrzny” szlak apoptotyczny inicjowany zostaje przez btonowe receptory $mierci
(DR), ktére posiadaja wewnatrzkomdérkowe domeny $mierci (DD). DD zwigzana z
odpowiednim ligandem oraz biatkami receptorowymi aktywuje kaspaze 8 (petniaca funkcje
inicjatorowe), ktora jest bezposrednim aktywatorem kaspazy 3 (zwigzana z dziataniem
efektorowym w tym hydroliza biatek cytoszkieletu). W obu szlakach apoptozy S$mier¢

komorki zachodzi na drodze kaskady kaspaz.
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Statyny w odpowiednim stezeniu maja zdolno$¢ indukowania apoptozy w komoérkach

nowotworowych jak réwniez w komorkach $rédbtonka ludzkiego, co zaznaczone zostato w

Tabeli 4.

Tabela 4. Zestawienie danych literaturowych na temat proapoptotycznych mechanizmdéw dziatania statyn.

Statyna/rodzaj

Mechanizm

Autor

komorek
Simwastatyna,

prawastatyna/komorki

Wewnetrzny szlak mitochondrialny

(uwalnianie cytochromu c i drugiego

Cafforio i wsp. [30]

nowotworowe aktywatora kaspaz-Apaf)

Lowostatyna/komorki Regulacja transkrypcji i translacji genu Cafforio i wsp. [30]

nowotworowe antyapoptycznego Bcl-2.

Lowostatyna/komorki Van de Donk i wsp.
Ekspresja proapoptotycznego biatka Bax

nowotworowe [96]

Simwastatyna/komérki

Generowanie apoptozy przy udziale

Podhorecka i wsp.

nowotworowe reaktywnych form tlenu [97]
Lowostatyna/komérki Obnizona ekspresja biatka Van de Donk i wsp.
nowotworowe antyapoptotycznego Mcl-1 [96]
Lowostatyna/komorki Ekspresje receptorow Fas/APO1 i Sleijfer i wsp. [98]
nowotworowe aktywacja kaspazy 8

Simwastatyna/komérki

Srodbtonka

Aktywacja kaspazy 3 oraz ekspresja Rac 1

Laimute i wsp. [87]

Simwastatyna/komérki

Srodbtonka

Indukowanie wewnetrznego szlaku

mitochondrialnego zaleznego od Bax

Zhu i wsp.[99]

Simwastatyna/komérki

$rodbtonka

Zmniejszanie ekspresji Bcl-2

Blanco-Colio i

wsp.[88]

Atorwastatyna/komorki

$rodbtonka

Wzrost ekspresji integryny (34
(zahamowanie zrostu naczyn)

Fengiwsp. [100]

Warto tutaj podkreslié, ze proapoptotyczne dziatanie statyn na wiele linii komoérek

nowotworowych $cisle koreluje ze zmianami w organizacji cytoszkieletu komérkowego.
Zwigzane jest to z destabilizacjg wtokien aktynowych (procesami depolimeryzacji F-aktyny),
oraz zanikaniem wtdkien naprezeniowych. Kolejno nastepuje zmniejszanie sie wypustek
cytoplazmatycznych co wptywa na zmiany morfologiczne oraz utrate ruchliwosci przez

komorki [100-102].
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Destabilizacja wtokien aktynowych w przypadku proapoptycznego dziatania statyn jest
zgodna z wynikami pomiaru parametru elastycznosci zmierzonego za pomocg spektroskopii
sit. Dla stezen 10pM oraz 100uM simwastatyny uzyskano wyraZzny spadek parametru
elastycznosci wzgledem referencji, co $wiadczy o depolimeryzacji wtékien aktynowych w

czesci korowej cytoszkieletu komdrkowego i/lub zanikaniu ,wiékien naprezeniowych”.
6.3.2 Przeciwzapalne dzialanie statyn

Terapeutyczne dziatanie statyn przede wszystkim zwigzane jest z hamowaniem
przerzutowania nowotworow. Leki te obnizaja synteze endoteliny-1 (czynnika regulujacego
hemostaze naczyniowq) oraz zmniejszaja ekspresje czasteczek przylegania komérkowego
ICAM-1 i selektyny E. Obnizona liczba ICAM-1 i selektyny E zmniejsza adhezje komoérek
nowotworowych do srédbtonka wyscielajacego naczynia krwionosne a zatem uczestniczy w
blokowaniu przerzutowania nowotworu [103-105].

Przeciwzapalne dziatanie statyn zwigzane jest z redukcjg odczynu zapalnego srédbtonka
wywotanego zwiekszong synteza choresterolu. Na Rycinie 6.6 zaprezentowano schemat
ilustrujacy zmiany w strukturze btony komérkowej oraz funkcjonowaniu komoérek wywotane

zwiekszonym poziomem choresterolu, a nastepnie miazdzyca.
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Rycina 6.6. Schemat odczynu zapalnego wywotanego zwiekszonym stezeniem cholesterolu [106].

W prawidlowo funkcjonujacych komérkach s$rédbtonka produkcja tlenku azotu
(czynnika odpowiedzialnego za wazodylatacje naczyn $rédbtona) zachodzi przy udziale
kaweoli (zagtebien btony komoérkowej - obszar 1 na Rycinie 6.6). Gtéwng strukturg kaweoli
jest jest biatko kaweolina (struktury w kolorze zielonym na Rycinie 6.6) stanowigce
tzw. ,rusztowanie”, do ktérego moze sie przytacza¢ cholesterol [106]. Kaweolina oddziatuje

na makromolekuty sygnatowe oraz biatka regulujace poziom wapnia wewnatrzkomoérkowego.
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Rozdziat 6. ,Leczenie” simwastatyna in vitro

Substratem niezbednym do produkcji NO jest L-arginina dostarczana bezposrednio przez
blone komoérkowg, a wysentytezowany tlenek azotu dyfunduje przez btone komoérkows,
dziatajagc w ten sposob relaksujaco na miesniéwke. Dodatkowo, pompy wapniowe
wypompowujg jony wapnia do przestrzeni miedzykomoérkowej, co zwigzane jest z
utrzymaniem wtasciwego poziomu Ca2* wewnatrz komdrek.

Zwiekszenie cholesterolu powoduje osadzanie sie go w btonie komérkowej sSrédbtonka
(obszar 2 na Rycinie 6.6, czerwone struktury), a takze prowadzi do zwiekszenia liczby
kaweoli. Wzrost cholesterolu w komoérkach skutkuje zwiekszeniem jonéw Ca2+ w cytozolu
oraz zmniejszeniem L-argininy wewnatrz komérek. To powoduje wzbogacanie ,tratw
lipidowych” btony komoérkowej w cholesterol oraz sfingolipidy (obszar 3 na Rycinie 6.6).
Kolejno, zwieksza sie zawartos$¢ reaktywnych form tlenu, spada produkcja NO i nastepuje
przerwanie ,tratw lipidowych” (obszar 4 na Rycinie 6.6), co skutkuje odczynem zapalnym
komoérek. W pierwszym stadium odczynu zapalnego cholesterol osadza sie na komérkach
$Srodbtonka prowadzac do powstawania blaszki miazdzycowej, a jego nasilenie moze
prowadzi¢ do apoptozy komoérek. W podrozdziale 2.2.1 zaznaczono, ze statyny sg
reduktorami HMG-CoA - czynnika niezbednego do biosyntezy cholesterolu. Reguluja one
biosynteze cholesterolu, aktywacje Srodbtonkowych syntaz NO oraz blokuja formowanie
reaktywnych form tlenu [106]. Normalizacja poziomu tlenku azotu zwigzana jest
sprzywracaniem” produkcji NO (aktywacja syntaz eNOS) a przez to polepszaniem
funkcjonowania $rédbtonka.

W pracy [90] zostal om6éwiony wptyw statyn na produkcje tlenku azotu w powiazaniu
z ekspresjg biatka Rho (,negatywnego” regulatora ekspresji eNOs). Statyny blokujg
ekspresje biatka Rho A, ktéry stymuluje polimeryzacje G-aktyny, co potwierdza ich udziat
w regulowaniu $rédbtonkowych syntaz tlenku azotu.

Obserwowane zmniejszenie parametru elastycznosci dla komoérek z simwastatyng + TNF-a
oraz w konfiguracji odwrotnej wzgledem komoérek pobudzonych cytoking TNF-a $wiadczy
o przeciwzapalnym dziataniu tego czynnika prawdopodobnie zwigzanym z aktywacjg
Srédbtonkowych syntaz tlenku azotu. Zmniejszenie parametru elastycznos$ci po zadziataniu
statyn (do poziomu referencyjnego) Swiadczy o procesach depolimeryzacji wiokien F-
aktyny, a zatem skutkuje zwiekszeniem iloSci monomerycznej aktyny w komérkach. To
powoduje zwiekszenie miejsc wigzacych do syntaz eNOS, a tym samym regulacje

wazoaktywnego czynnika - tlenku azotu.
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6.4 Wnioski

W niniejszym rozdziale zaprezentowano charakterystyke wplywu simwastatyny na
komorki $rédbtonka dla stezen 1uM, 10uM oraz 100puM. Simwastatyna jest powszechnie
stosowanym terapeutykiem i moze dziata¢ wieloptaszczyznowo na komdrki $rédbtonka.
Bazujac na wynikach uzyskanych za pomoca spektroskopii sit oraz mikroskopii optycznej
i fluorescencyjnej mozna stwierdzi¢, ze dla stezen 10uM oraz 100uM lek ten powoduje
uwalnianie proces6w zaprogramowanej $mierci komoérkowej badZ catkowitego rozpadu
komorek (nekrozy). Zdolnos¢ do indukowania apoptozy w komérkach pod wptywem statyn
jest szeroko testowana w hamowaniu nowotworéw. Plejotropowe dziatanie statyn, mniejsza
toksycznos$¢ niz w przypadku standardowych lekéw przeciwnowotworowych stanowi o ich
wysokim potencjale w terapiach nowotworowych [107,108].

Doktadna analiza wptywu simwastatyny w stezeniu 1pM (badanie elastycznosci dla
pozostatych czaséw inkubacji, pomiar prostacykliny oraz wewnatrzkomérkowych jonéw
Ca?*) pozwolita na wybranie tego stezenia do weryfikacji terapeutycznego oraz
protekcyjnego dziatania leku in vitro na modelu odczynu zapalnego wywotanego TNF-a.

Uzyskane wyniki stanowig prezentacje metodyki do diagnostyki srédbtonka in vitro.
Prezentowany model diagnostyki komoérek srédbtonka obejmuje weryfikacje wtasciwego -
Jfizjologicznego” stezenia badanego zwigzku tzn. takiego, przy ktérym nie obserwuje sie
zmian fenotypu komdrek (brak zmian elastyczno$ci komoérek, dodatkowo potwierdzone
metodami biochemicznymi). Diagnostyka komérek srédbtonka dokonana zostata w dwoch
konfiguracjach: ,terapeutycznej” (badanie wplywu simwastatyny na komérki w odczynie
zapalnym) oraz ,prewencyjnej” (zapobiegawcza aplikacja simwastatyny, a nastepnie
aplikacja TNF-a w celu wywotania odczynu zapalnego). Dla 1uM stezenia simwastatyny
aplikowanej na 2h uzyskano efekt przeciwzapalny na komoérkach mikronaczyn srédbtonka

ludzkiego.
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Rozdzial 7. Poréownanie dzialania doksorubicyny i

daunorubicyny

W prezentowanym rozdziale przedstawiono poréwnanie wptywu doksorubicyny (DOX)
i daunorubicyny (DAU) na komorki $rédbtonka w zakresie stezenn 0.1-10uM. Czynniki te
posiadaja szerokie zastosowanie w chemioterapii, dzialaja cytostatycznie badz
cytotoksycznie na komorki nowotworowe. Z drugiej strony, oba czynniki wykazujg réwniez
dziatanie kardiotoksyczne. Celem niniejszych badan jest sprawdzenie zakresu toksycznoSci
tych antybiotykéw na Srodbtonek. Badania elastycznos$ci komoérek z DOX i DAU zostaty
uzupetnione o wybarwianie F-aktyny cytoszkieletu komoérek linii EA.hy926.

7.1 Elastycznos¢ komorek po zastosowaniu DOX i DAU potwierdzona

mikroskopig fluorescencyjna

W celu poréwnania wptywu doksorubicyny (DOX) oraz daunorubicyny (DAU) na
elastycznos¢ komoérek aplikowano wymienione antybiotyki na 24h w stezeniach 0.1, 1, 3, 5
i 10uM. Badania przeprowadzono na komoérkach endotelialnych pozyskanych z zyty
pepowinowej linii EA.hy926. Rozklady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych
oraz inkubowanych z doksorubicyng i daunorubicyng w wybranych dawkach zaprezentowano
na Rycinach Z.5 oraz Z.6 zalacznika. Na Rycinie 7.1 zaprezentowano warto$ci parametru
elastycznosci dla komoérek inkubowanych z wyzej wymienionymi antybiotykami.
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Rycina 7.1. Wartosci parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z doksorubicyng oraz

daunorubicyng przez 24h w nastepujacych stezeniach 0.1, 1, 3, 5 oraz 10uM.

Dla dawki 0.1pM nie zaobserwowano istotnych statystycznie zmian wzgledem poziomu

referencji dla obu antybiotykow. W przypadku DOX, réwniez 1uM stezenie nie powoduje zmian
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Rozdziat 7. Pordwnanie dziatania doksorubicyny i daunorubicyny

elastycznosci komorek, natomiast dla wyzszych stezen (powyzej 3uM) uzyskano stopniowy
wzrost parametru elastycznosci. Uzyskany wynik $wiadczy o zmniejszeniu elastycznosci
komoérek dla wyzszych stezen po dodaniu doksorubicyny. Odwrotng zalezno$¢ otrzymano w
przypadku drugiego antybiotyku. Stezenie 1uM powoduje istotny statystycznie wzrost parametru
elastycznosci, natomiast zwiekszenie dawki DAU (powyzej 3uM) stopniowo zmniejsza parametr
elastycznosci. Obserwowane zmniejszenie/zwiekszenie parametru elastycznosci wskazuje na
zwiekszenie/zmniejszenie elastycznosci komoérek. Warto tutaj podkresli¢, ze w przypadku obu
aplikowanych czynnikéw zaobserwowano wzrost parametru elastycznosci jednakze przy
réznych dawkach, dla DAU w przypadku 1uM, natomiast dla DOX powyzej 3uM.

W celu potwierdzenia otrzymanych wynikéw przeprowadzono wybarwianie F-aktyny
cytoszkieletu komérkowego. Na Rycinach 7.2 oraz 7.3 zaprezentowano obrazy mikroskopii

fluorescencyjnej dla komoérek referencyjnych oraz inkubowanych odpowiednio z DOX/DAU

przez 24 dla stezeni: 1uM, 5puM oraz 10uM.
A Referencja B DOX - 1uM

Rycina 7.2. Obrazy fluorescencyjne znakowanej F-aktyny komaérek referencyjnych (A) oraz inkubowanych
z DOX przez 24h w stezeniach 1uM (B), 5uM (C) i 10uM (D). Czerwone strzatki wskazuja pogrubione
wtdkna F-aktyny, biate — komorki apoptotyczne. Skala: 20um.
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Komorki inkubowane z DOX w stezeniu 5uM majg wyraznie pogrubione wtékna F-aktyny,
tzw. ,wtokna naprezeniowe” utozone réwnolegle wzdtuz gtéwnej osi komdrki (strzatki
czerwone, Rycina 7.2C). Réwniez dla najwyzszego stezenia tego zwigzku zaobserwowano
pogrubione widkna aktynowe w czesci centralnej komorek oraz komoérki apoptotyczne (biate
strzatki, Rycina 7.2D). Otrzymane obrazy mikroskopii fluorescencyjnej potwierdzaja wyniki
pomiaru elastycznosci komérek, gdzie dla wyzszych stezen zaobserwowano wzrost
parametru elastycznosci (zmniejszenie elastycznosci komérek spowodowane pogrubieniem

wilékien aktynowych w czesci korowej cytoszkieletu komérkowego).
A Referencja B DAU - 1uM

C DAU - 5uM D DAU - 10uM

Rycina 7.3. Obrazy fluorescencyjne znakowanej F-aktyny komaérek referencyjnych (A) oraz inkubowanych
z DAU przez 24h w stezeniach 1pM (B), 5uM (C) i 10uM (D). Czerwone strzatki wskazuja pogrubione
witékna F-aktyny, biate strzatki — komérki apoptotyczne. Skala: 20pum.

W przypadku DAU dla stezenia 1uM zaobserwowano pogrubienie wtokien aktynowych. Z drugiej
strony, zwiekszenie dawki tego zwigzku (5uM) skutkuje pojawieniem sie komorek
apoptotycznych (biate strzatki, Rycina 7.3C). Smier¢ komérek na drodze apoptozy skutkuje silng
depolimeryzacjg F-aktyny [83]. W przypadku najwyzszego stezenia DAU (10pM) komérki sg
obkurczone, nastepuje kondensacja chromatyny, co moze $wiadczy¢ o pdznej fazie apoptozy
komorek (strzatki biate, Rycina 7.3D). Obrazy fluorescencyjne sa zgodne z wynikami pomiaru
parametru elastycznosci, gdzie dla wyzszych stezenn DAU otrzymano zwiekszenie elastycznosci

komoérek zwigzane z procesami depolimeryzacji wtékien aktynowych i indukowaniem apoptozy.
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Rozdziat 7. Pordwnanie dziatania doksorubicyny i daunorubicyny

Podsumowujac, dla obu antybiotykéw zaobserwowano przebudowe aktyn cytoszkieletu.
Jest ona zwigzana z indukowaniem proceséw apoptozy w komoérkach. Komérki srédbtonka
poddane DAU oraz DOX ulegaja charakterystycznym dla zaprogramowanej $mierci komoérkowe;j
zmianom morfologicznym tj. obkurczeniu, kondensacji chromatyny, tworzeniu sie pecherzykow
apoptotycznych. Jednakze intensywnos$c¢ tych proceséw dla komérek poddanych dziataniu tych
antybiotykéw jest rézna. W przypadku DOX komoérki apoptotyczne zostaly zaobserwowane dla
najwyzszego badanego stezenia, natomiast dla DAU pojawiaja sie powyzej 3uM. W obu
przypadkach zaobserwowano zwiekszenie ilosci F-aktyny (powstanie tzw. ,widkien
naprezeniowych”), co konieczne jest do uwypuklenia btony komoérkowej w celu tworzenia
pecherzykéw apoptotycznych [109,110]. Widkna aktynowe obecne sg w podstawie formujacych
sie pecherzykow apoptotycznych, jednakze ulegaja trawieniu przez kaspazy, co zaobserwowano
jako depolimeryzacje aktyn oraz zwiekszenie elastycznosci komoérek z DAU dla wyzszych dawek.
Mozna zatem stwierdzié, Ze podczas procesu apoptozy indukowane sg dwa procesy przebudowy
aktyn cytoszkieletu, najpierw polimeryzacja widékien aktynowych, a nastepnie silna
depolimeryzacja aktyny zwigzana z dziataniem kaspaz. W przypadku DOX, w badanym zakresie
stezen do 5uM zaobserwowano pierwszy etap przebudowy aktyn (polimeryzacje aktyn),
natomiast dla DAU polimeryzacje dla 1uM oraz depolimeryzacje aktyn dla wyzszych dawek.

7.2 Mechanizm dziatania DOX i DAU

Przeciwnowotworowy mechanizm badanych antybiotykéw antracyklinowych zwigzany jest
ze zdolnoS$cia wigzania sie ich z kwasem dezoksyrybonukleinowym, co hamuje synteze kwaséw
nukleinowych. DOX oraz DAU wbudowujg sie pomiedzy pary zasad podwdjnej nici kwasu DNA,
hamujac w ten sposéb aktywnos$¢ topoizomerazy Il [111,112], polimeraz DNA i RNA [113] oraz
helikaz i enzymo6w naprawiajacych uszkodzenia DNA [114]. Czynniki te uniemozliwiaja replikacje
i transkrypcje, co blokuje proliferacje komorek zatrzymujac cykl komérkowy.

Na Rycinie 7.4 przedstawiono mechanizm dziatania doksorubicyny. Schemat przedstawia
dziatanie zwigzkow, ktore zwigzane jest z powstawaniem wolnych rodnikéw tlenowych,
reaktywnych form tlenu (ROS) [38] oraz dysocjacja eNOS. Doksorubicyna ma zdolno$¢ do
oddziatywania z jonami Zelaza znajdujacymi sie wewnatrz komorek, czemu towarzyszy
tworzenie sie komplekséw DOX/Fe2+ [115]. Kompleksy te wiazg sie z DNA komoérek badz
btonami biologicznymi prowadzac w ten sposéb do ich destrukeji. Z drugiej strony DOX jest
metabolizowana w watrobie do doksorubicynolu (DOXOL), metabolitu, ktéry odpowiada za
kardiotoksycznos$¢ tego zwigzku. Tak jak zaznaczono, lek ten powoduje synteze wolnych
rodnikéw tlenowych (np. 0O2) oraz reaktywnych form tlenowych prowadzac w ten sposéb do
powstania stresu oksydacyjnego, ktory inicjuje procesy apoptozy w komoérkach. Reaktywne

formy tlenu indukuja wewnatrz- oraz zewnatrzkomérkowe mechanizmy prowadzace miedzy
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innymi do inaktywacji enzyméw blonowych, rozrywania nici DNA, zaburzen homeostazy
wapnia wewnatrzkomdrkowego, zaburzen cytoszkieletu komoérkowego i wielu innych.
Zaburzenia cytoszkieletu komoérkowego zwigzane s3 z polimeryzacja aktyny i rozrywaniem
mikrofilamentéw [116]. Powstaly stres oksydacyjny wptywa na indukowanie tzw.
»swewnetrznego” szlaku mitochondrialnego apoptozy zaleznego od biatek Bax. Dodatkowo,
stres oksydacyjny powoduje uwalnianie wapnia z siateczki sarkoplazmatycznej co wspomaga

postepowanie apoptozy. Z drugiej strony DOX moze bezposrednio dziata¢ na kaspaze 3, co

v

skutkuje kaskadg kaspaz i $miercig komoérek na drodze apoptozy.

Stres
oksydacyjny

Apoptoza
Rycina 7.4. Schemat przedstawiajacy dziatanie DOX [116] Oznaczenia: ROS - reaktywne formy tlenu, DOX -
doksorubicyna, DOXOL - doksorubicynol, DOXq - pétchinon doksorubicyny, Casp 3 - kaspaza 3, CytC -
cytochrom C, Bax - biatko z rodziny Bcl-2 zwigzane z X ER - siateczka sarkoplazmatyczna, Ca?* - jony wapnia,
Fe** oraz Fe®* - jony zelaza, Oz - anionorodnik ponadtlenkowy, O: - czasteczka tlenu, NADPH - dinukleotyd

nikotynoamidoadeninowy, NADP+ - forma utleniona dinukleotydu nikotynoamidoadeninowy.

Pomimo wielu doniesiefl na temat kardiotoksycznosci doksorubicyny, wysoka skutecznos$¢

przeciwnowotworowa tego zwigzku przekonuje do jego stosowania w terapii nowotworow.
7.3 Wnhnioski

W niniejszym rozdziale zaprezentowano charakterystyke wpltywu dwoch antybiotykéw
antracyklinowych, doksorubicyny oraz daunorubicyny, na komdrki srédbtonka dla stezen
0.1, 1, 3, 5 oraz 10uM. Oba czynniki s3 chemioterapeutykami, jednakze w réznym stopniu
dziataja na komorki. Bazujagc na wynikach uzyskanych za pomoca spektroskopii sit oraz
mikroskopii fluorescencyjnej mozna stwierdzi¢, Ze daunorubicyna dziata silniej na
srodbtonek, powyzej 3uM indukuje apoptoze w komdrkach srdédblonka. W przypadku
doksorubicyny, powyzej 3uM zaobserwowano silny efekt cytotoksyczny - zmniejszenie
elastycznosci oraz pogrubienie widkien aktynowych, natomiast komoérki apoptotyczne

wystepuja dla 10pM.
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Rozdziatl 8. Przeciwzapalne dziatlanie chlorku 1-

metylonikotynoamidu in vitro

W niniejszym rozdziale zaprezentowano wykorzystanie spektroskopii sit do diagnostyki
komoérek $rddbtonka. Przedstawiona praca stanowi prezentacje metody do weryfikacji
dziatania potencjalnych czynnikéw S$rédbtonkowych na poziomie pojedynczych komorek.
Badania zostaty zrealizowane z wykorzystaniem chlorku 1-metylonikotynoamidu (1-MNA),
zwigzku ktéry w warunkach in vivo wykazuje wlasciwosci anty-trombotyczne. Jako pierwszy
etap badan przeprowadzono charakterystyke tego czynnika na komdrkach $rodbtonka
ludzkiego mikronaczyn w celu weryfikacji stezenia fizjologicznego. Nastepnie, w oparciu
o zdefiniowany model dysfunkcji $rédbtonka, 1-MNA zostato zbadane w konfiguracji
sterapeutycznej”, gdzie najpierw aplikowano cytokine prozapalng TNF-a na 1h, a nastepnie 1-
MNA na wybrane czasy inkubacji. W kolejnym etapie przeprowadzono badanie tego zwigzku w
tzw. konfiguracji ,prewencyjnej”, gdzie pre-inkubowano komérki z 1-MNA, a nastepnie z TNF-

a przez 1h.
8.1 Charakterystyka dziatania 1-MNA

W niniejszym podrozdziale zostang przedstawione wyniki pomiaru elastycznoSci
komoérek oraz wybarwiania aktyn cytoszkieletu komérkowego, ktore postuza do

charakterystyki wptywu 1-MNA na komorki Srédbtonka dla dwdéch stezen 0.1uM oraz 1uM.

2,5

1 1-MNA 10uM
[N 1-MNA 0.1uM

*%

2,04

1,54

1,04 *

0,5 1

Parametr elastycznosci [kPa]

0,0
Referencja 1h 3h 6h 12h 24h

Rycina 8.1. Wartosci parametru elastycznosci dla komérek inkubowanych z 1-MNA dla dwéch stezen
10uM (kolor szary) oraz 0.1uM (niebieski). Na rycinie zaznaczono wartosci parametru elastycznosci istotne

statystycznie wzgledem referencji dla dwéch pozioméw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.
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Rozdziat 8. Przeciwzapalne dziatanie chlorku 1-metylonikotynoamidu in vitro

Na Rycinach 7.7 oraz Z.8 zalacznika przedstawiono rozkitady parametréw elastycznosci dla
komorek referencyjnych oraz inkubowanych z 1-MNA. Na Rycinie 8.1 zostaty przedstawione
warto$ci  parametréw  elastycznosci  dla komoérek inkubowanych z  chlorkiem
1Bmetylonikotynoamidu dla dwoch stezen 0.1uM (kolor niebieski) oraz 10uM (kolor szary)
oraz wybranych czaséw inkubacji (1, 3, 6, 12 i 24h). W przypadku wyZszego stezenia wzrasta
warto$¢ parametru elastycznosci komérek dla dtuzszych czaséw inkubacji.

Otrzymane wyniki sg zgodne ze zmianami cytoszkieletu komérkowego zaprezentowanymi na

obrazach fluorescencyjnych na Rycinie 8.2D i E.

A Referencja B 0.1uM -12h C 0.1uM - 24h

Rycina 8.2. Obrazy fluorescencyjne komérek znakowanych Alexa Fluor 488: referencja (A) oraz komaérek
inkubowanych z 1-MNA 0.1uM dla 12h (B) oraz 24h (C) oraz 10uM (D, E) dla tych samych czaséw
inkubacji. Strzatki 1-3 wskazujg pogrubione wiékna aktynowe. Skala: 50 um.

Aplikacja 1-MNA w wyZszym steZeniu na dtuzsze czasy inkubacji (12, 24h) zwigzana jest z
polimeryzacja G-aktyny, co widoczne jest jako pogrubione witdkna, utozone réwnolegle
wzdtuz gléwnej osi komorek (strzatki 1, 2 Rycina 8.2D i E). Z drugiej strony, dla stezenia
0.1pM uzyskana warto$¢ parametru elastycznosci oscyluje wokét wartosci uzyskanej dla
komorek referencyjnych (Rycina 8.1) oraz zaobserwowano niewielkie zmniejszenie
parametru elastycznos$ci, co zostato potwierdzone testami statystycznymi ANOVA na
poziomie istotnos$ci p<0.05. Obserwacja ta jest zgodna z wybarwieniem F-aktyny
cytoszkieletu komoérkowego, gdzie zaobserwowano niewielka depolimeryzacje witdkien
aktynowych (Rycina 8.2B i C). Podsumowujac, mozna stwierdzi¢, Ze stezenie 0.1uM nie
powoduje istotnych zmian fenotypu komoérek. Dlatego kontynuacje badan weryfikacji
przeciwzapalnego dziatania 1-MNA przeprowadzono w obrebie tego stezenia dla 0.05uM,

0.1uM oraz 0.2uM.
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8.2 Badanie 1-MNA w konfiguracji ,terapeutycznej”

Badanie chlorku 1-metylonikotynoamidu w konfiguracji ,terapeutycznej” zostato
przeprowadzone na komérkach srédbtonka uprzednio stymulowanych cytoking prozapalng
TNF-a. Bazujac na obserwacjach z Rozdziatu 5, zastosowanie TNF-a skutkuje dwustopniowsg
odpowiedzig komorek, gdzie dla krétkich czaséw inkubacji (1, 3h) uzyskano zwiekszenie
parametru elastyczno$ci wraz z wyraznym zmniejszeniem produkcji NO wzgledem poziomu
referencji. Z drugiej strony, wydtuzenie czasu inkubacji do 12 i 24h skutkuje zmniejszeniem
parametru elastycznosci i zwiekszeniem produkcji tlenku azotu. NaRycinie 8.3A
zaprezentowano relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z
cytoking prozapalng TNF-a, gdzie dodatkowo zaznaczono zmiany elastycznosci dla 0.5, 4
oraz 20h inkubacji. Bazujac na wszystkich punktach pomiarowych mozna stwierdzi¢, ze
najsilniejsze zmiany elastyczno$ci komorek, ktére zwigzane s3 z wywotaniem wczesnego

odczynu zapalnego, wystepuja dla inkubacji 1h.
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Rycina 8.3. Relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z TNF-a (A), TNF-a
(1h) +1-MNA (1, 3, 6, 12 i 24h) dla 0.05puM (B), 0.1uM(C) oraz 0.2uM (D). Na rycinie zaznaczono wartosci
parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwéch pozioméw istotnosci

oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.
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Na kolejnych rycinach zaprezentowano relatywne zmiany parametru elastycznosci dla
komorek inkubowanych z TNF-a (1h) + 1-MNA (1, 3, 6, 12 i 24h) dla trzech stezen 0.05uM
(Rycina 8.3B), 0.1uM (Rycina 8.3C) oraz 0.2uM (Rycina 8.3D). Uzyskane wyniki bazuja na
rozktadach parametru elastycznosci zaprezentowanych na Rycinach 7.10, Z.11, Z.12
zatacznika. Aplikacja 1-MNA w najnizszym stezeniu minimalizuje efekt TNF-a po 6h.
Natomiast dla dtuzszych czaséw (powyzej 6h) dla tej dawki nie zaobserwowano zmian
wzgledem poziomu referencyjnego. Zastosowanie 1-MNA w stezeniu 0.1pM powoduje
stopniowe zmniejszenie efektu dziatania cytokiny prozapalnej (poréwnanie z Rycing 8.3A),
kolejno odwrdécenie efektu dla 3h (komdrki bardziej elastyczne) oraz brak zmian dla
dtuzszych czaséw inkubacji. Badany czynnik aplikowany w najwyzszym stezeniu 0.2uM
skutkuje drastycznymi zmianami parametru elastyczno$ci komoérek, gdzie dla krotkich
czasOw inkubacji (3 i 6h) otrzymano zmniejszenie parametru elastycznos$ci, nastepnie dla
12h wartos$¢ jest zblizona jak do poziomu referencyjnego oraz kolejno obserwuje sie wzrost
parametru elastycznosci dla 24h. Podsumowujac, chlorek 1-metylonikotynoamidu
aplikowany w nizszych stezeniach (0.05uM, 0.1uM) minimalizuje efekt dziatania TNF-q,
natomiast wyzsza dawka 1-MNA (0.2uM) aplikowana na komérki w odczynie zapalnym
powoduje silne zmiany parametru elastycznosci potwierdzone testami statystycznymi
ANOVA na poziomie p<0.01, ktére moga swiadczy¢ o cytotoksycznym wplywie na komérki.
Interesujacym punktem badawczym wydaje sie inkubacja 1-MNA w stezeniu 0.1uM przez 3h,
gdzie zaobserwowano wyrazny spadek parametru elastycznosci w poréwnaniu z prébkami
referencyjnymi (komérki z TNF-a 1h czy TNF-a 4h), dlatego ten szczegdlny przypadek zostat

poddany dodatkowym badaniom biochemicznym.
90
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Rycina 8.4. Relatywne zmiany parametru elastycznosci (obszary zakreskowane) oraz produkcji tlenku

azotu wydzielanego przez komarki srodbtonka (kolor niebieski) dla komérek inkubowanych z TNF-a 1h,
TNF-a 4h oraz TNF-a 1h + 1-MNA 3h. Na rycinie zaznaczono wartosci parametru elastycznosci istotne
statystycznie wzgledem referencji dla dwdch poziomow istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.
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Na Rycinie 8.4 zaprezentowano relatywne zmiany parametru elastycznosci oraz
produkcji NO dla wybranego punktu pomiarowego - inkubacji komoérek przez 3h z 1-MNA w
stezeniu 0.1pM. Jako prébki referencyjne przyjeto komoérki inkubowane z TNF-a przez 1h
(wczesna faza odczynu zapalnego) oraz TNF-a przez 4h. Cytokina prozapalna TNF-«
aplikowana na 1h badz na 4h powoduje zmniejszenie elastycznosci komoérek (wzrost
parametru elastycznosci), co ulega odwréceniu po dodaniu 1-MNA na 3h (komérki s3
bardziej elastyczne). Tej obserwacji towarzyszga rowniez istotne zmiany zwigzane z
wydzielaniem tlenku azotu przez komoérki srédbtonka. TNF-a aplikowane na 1h badz 4h
blokuje aktywno$¢ $rodbtonkowych syntaz (eNOS), przez co obserwujemy deficyt
wydzielanego NO w stosunku do referencji. W przypadku dodania 1-MNA do komoérek w
odczynie zapalnym wystepuje zwiekszenie produkcji NO do poziomu referencyjnego.
Zwiekszenie wydzielania/syntezy NO potwierdza przeciwzapalny charakter dziataniu 1-

MNA dla 3h inkubacji w stezeniu 0.1pM.
8.3 Badanie 1-MNA w konfiguracji ,prewencyjnej”

W niniejszym podrozdziale zostana przedstawione wyniki zwigzane z badaniem
dziatania ,prewencyjnego” 1-MNA. Korzystajac z informacji podrozdziatu 8.2, ze aplikacja 1-
MNA na 3h dziata przeciwzapalnie na komérki, kontynuacje badan w konfiguracji
»prewencyjnej” przeprowadzono dla tego czasu inkubacji oraz stezen 0.05pM, 0.1uM oraz
0.2uM. W tym celu aplikowano 1-MNA na 3h a nastepnie dodawano TNF-a do komoérek na
1h. Na Rycinie 8.5 przedstawiono relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komérek
wstepnie inkubowanych z 1-MNA, a nastepnie z TNF-a oraz inkubowanych tylko z cytoking
prozapalng przez 1h. Uzyskane wyniki bazuja na rozkladach parametru elastycznosci
zaprezentowanych na Rycinie Z.9 zatacznika. Wstepna inkubacja komérek z 1-MNA w
najnizszym stezeniu nie powoduje zmian elastyczno$ci komérek w poréwnaniu z inkubacja z
cytoking prozapalng TNF-a (otrzymano wzrost parametru elastycznosci, co potwierdza
odczyn zapalny komorek dla tego punktu pomiarowego). W przypadku stezen wyzszych
0.1pM oraz 0.2uM otrzymano spadek parametru elastyczno$ci odpowiednio do poziomu
referencyjnego oraz o okoto 20% powyzej, co zostato potwierdzone testami statystycznymi
ANOVA na poziomie istotnosci p<0.05. Otrzymane wyniki pomiaru elastycznos$ci wskazujg na
przeciwzapalne (zapobiegawcze) dziatanie tego zwigzku dla wyzszych stezen, w
szczegOlnosci dla stezenia 0.1uM, co dodatkowo zostanie potwierdzone pomiarem
wydzielanej prostacykliny, wapnia wewnatrzkomoérkowego i uzupeinione o wybarwianie F-

aktyny cytoszkieletu komérkowego.

74



Rozdziat 8. Przeciwzapalne dziatanie chlorku 1-metylonikotynoamidu in vitro

75
[ J1-MNA3h + TNF - o 1h
Hok B TNF - o 1h
§| ‘{
G
22 50-
g E *%
N S
£ 38
(]
>
© 2 "
O o 254
X e T
©
5 T |
0 I I 1

TNF-o1h  0.05uM 0.1uM 0.2uM

Rycina 8.5. Relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komérek inkubowanych z 1-MNA a nastepnie
z TNF-a (1) (kolor szary). Jako poziom referencyjny zaznaczono wartos¢ relatywnych zmian parametru
elastycznosci dla komoérek inkubowanych z TNF-a przez 1h (kolor niebieski). Na rycinie zaznaczono
wartosci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwéch poziomoéw
istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

8.4 Pomiar wapnia wewnatrzkomorkowego oraz wydzielania

prostacykliny

W podrozdziatach 8.2 oraz 8.3 zostaty przedstawione wyniki pomiaru zmian parametru
elastycznosci komoérek inkubowanych z 1-MNA w celu weryfikacji ,terapeutycznego” oraz
»prewencyjnego” dziatania. Podsumowujac, uzyskane wyniki pomiaru elastyczno$ci komoérek
wskazujg na istotny punkt badawczy, ktérym jest aplikacja tego zwigzku na 3h w stezeniu
0.1pM przed badZ po stymulacji odczynu zapalnego czynnikiem martwicy nowotwordw.
Przeciwzapalny charakter 1-MNA dla tego przypadku potwierdzajg i uzupeiniajg wyniki
pomiaru wapnia wewnatrzkomérkowego oraz wydzielanej prostacykliny PGI,, ktore zostaty

zaprezentowane na Rycinie 8.6.
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Rycina 8.6. Relatywne zmiany wydzielanej prostacykliny PGlz (A) oraz sredniej intensywnosci fluorescencji
Fluo4 (B) dla komdrek inkubowanych z TNF-a (1h), TNF-a (4h), 1-MNA (3h), 1-MNA (3h) + TNF—a(1h),
TNF-a (1h)+ 1-MNA (3h) obliczone wzgledem komoérek referencyjnych. Na rycinie zaznaczono $rednie
wartosci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwoch poziomoéw istotnosci oznaczonych (**)
p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Jony Ca?* odgrywaja kluczowa role w mechanizmie sygnalizacji komdrkowej, ktéry kontroluje
zywotnos¢ komorek, proliferacje, ruchliwos¢, apoptoze i réznicowanie. Stezenie jondw CaZ+ w
medium zewnatrzkomérkowym oraz gtadkiej siateczce sarkoplazmatycznej (odpowiednio
mM oraz pM) jest znacznie wyzsza niz w cytozolu (10-7M). Na Rycinie 8.6A zaprezentowano
relatywne zmiany intensywno$ci Fluo4, ktére pokazuja zmiany wewnatrzkomérkowego
stezenia jonow Ca?+ dla komoérek referencyjnych: inkubowanych z TNF-a przez 1h oraz przez
4h, nastepnie inkubowanych tylko z 1-MNA (0.1uM) przez 3h i komoérek inkubowanych z 1-
MNA w konfiguracji ,terapeutycznej” i ,prewencyjnej”. Jednogodzinna inkubacja komorek
$rodbtonka z TNF-a skutkuje niewielkim wzrostem wapnia wewnatrzkomérkowego,
natomiast dla 4h zaobserwowano spadek stezenia Ca2+, co moze $wiadczy¢ o zaburzeniach
wewnatrzkomérkowych wapnio-zaleznych mechanizméw skutkujacych np. redukcja
proliferacji komoérek. Dla komérek inkubowanych tylko z 1-MNA oraz w konfiguracjach 1-
MNA 3h + TNF-a 1h, TNF-a 1h + 1-MNA 3h otrzymano duzy wzrost stezenia wapnia
wewnatrzkomorkowego (o odpowiednio 580%, 700%, 150%), ktéry prawdopodobnie
spowodowany jest nie tylko uwalnianiem wapnia z gtadkiej siateczki sarkoplazmatycznej ale
takze transportem Ca?* z medium zewnatrzkomdrkowego przez pompy wapniowe. W pracy
Fleming i in. [118] pokazano, Ze wzrost poziomu wapnia stymuluje szlak zwigzany z
aktywnoscig srodbtonkowych syntaz tlenku azotu, co skutkuje zwiekszong produkcja NO.
Doktadny mechanizm tego szlaku zostanie oméwiony w podrozdziale 8.6.

Kolejnym parametrem biochemicznym potwierdzajgcym przeciwzapalny charakter 1-
MNA, ktéry zostat zmierzony w pracy badawczej jest wydzielanie prostacykliny (Rycina

8.6B). Pomiar ten wykonywano z nadsgczy komorkowych, gdzie oznaczano stezenie trwatego
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metabolitu prostacykliny - 6ketoPGFi.. Inkubacja komérek z TNF-a przez 1h i 4h powoduje
spadek wydzielanej prostacykliny wzgledem poziomu referencyjnego (o odpowiednio 27%
i5%), podczas gdy 1-MNA dodane na 3h zwieksza wydzielanie PGI; przez komérki
srodbtonka o okoto 40%. Rowniez komorki poddane dziataniu 1-MNA i TNF-a w obu
konfiguracjach przeciwzapalnych posiadaja zwiekszong aktywno$¢ do produkcji
i wydzielania prostacykliny. Otrzymane wyniki in vitro potwierdzaja anty-trombotyczne
dziatanie 1-MNA, ktdre zostato pokazane in vivo na modelach zwierzecych [45].

W niniejszym podrozdziale zaprezentowane wyniki oznaczania poziomu wapnia
wewnatrzkomorkowego oraz pomiar wydzielanej prostacykliny pokazuja zwiekszenie
poziomoéw obu wymienionych parametréw biochemicznych po zadziataniu ,prewencyjnie”
oraz ,terapeutycznie” chlorkiem 1-metylonikotynoamidu na komérki $rédbtonka.
Dodatkowo, w podrozdziale 8.6 zaproponowano mechanizm zwigzany z zaobserwowanym

zwiekszeniem poziomoéw PGI, oraz Caz+.

8.5 Znakowanie fluorescencyjne potwierdzajace przeciwzapalne

dzialanie 1-MNA

Tak jak zaznaczono w podrozdziale 3.1 za elastycznos¢ komoérek odpowiadaja gtéwnie
wibékna aktynowe zlokalizowane w czeSci korowej komoérki. Zmniejszenie/zwiekszenie
parametru elastycznosci zZwigzane jest odpowiednio yA procesami
depolimeryzacji/polimeryzacji aktyn cytoszkieletu komoérkowego. Metoda uzupetniajaca
pomiary elastycznos$ci przeciwzapalnego dziatania 1-MNA jest mikroskopia fluorescencyjna
i wybarwianie F-aktyny. Na Rycinie 8.7 zaprezentowano obrazy fluorescencyjne dla prébek
referencyjnych oraz inkubowanych z 1-MNA w dwo6ch wymienionych konfiguracjach.
Zgodnie z obserwacjami z Rozdziatu 5 komérki inkubowane z TNF-a (1 i 3h) maja widoczne,
pogrubione wtdkna aktynowe utozone rownolegle wzdtuz gtéwnej osi komdrek, natomiast F-
aktyna zlokalizowana jest w czeSciach peryferyjnych. Kontynuujac, dla komorek
inkubowanych z TNF-a przez 4h zaobserwowano liczne wiékna aktynowe w czeSciach
centralnych komérek (Rycina 8.7C, strzatka 1), co jest zgodne ze zwiekszeniem parametru
elastycznosci dla tego przypadku (Rycina 8.5). W przypadku inkubacji tylko z 1-MNA przez
3h obserwowana jest niewielka depolimeryzacja witokien F-aktyny w poréwnaniu z
komorkami referencyjnymi (Rycina 8.7B). Dla komoérek inkubowanych z TNF-a + 1-MNA
badZz w konfiguracji odwrotnej zauwazono pojedyncze widékna F-aktyny w czeSciach
centralnych komérek (Rycina 8.7D, strzatka 3) a takze catkowita depolimeryzacje wtdkien
aktynowych (Rycina 8.7D-E, strzatka 2). Zaobserwowana przebudowa cytoszkieletu komdrek
potwierdza przeciwzapalne dziatanie 1-MNA, ktére prawdopodobnie zwigzane jest ze

zwiekszeniem ilosci G-aktyny w komoérkach, a tym samym aktywacja $rédbtonkowych
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syntez eNOS. Depolimeryzacja wtdkien aktynowych zwieksza ilo$¢ miejsc wigzacych dla eNOS,
a zatem wptywa na regulacje produkcji tlenku azotu co zostato zaobserwowane na Rycinie 8.4.

A kontrola B 1-MNA 3h

C TNF-a 4h D TNF-a1h+1-MNA 3h E 1-MNA3h + TNF-ath

Rycina 8.7. Obrazy fluorescencyjne wybarwionej F-aktyny, dla komodrek referencyjnych (A),
inkubowanych z 1-MNA 3h (B), TNF—a 4h (C), TNF-a 1h + 1-MNA 3h (D) oraz 1-MNA 3h + TNF-a 1h (E).
Strzatka 1 pokazuje pogrubione witékna w czesci centralnej komdérek, 2 — depolimeryzacje F-aktyny oraz 3

- pojedyncze widkna w czesci centralnej komorki. Skala: 20um.

8.6 Proponowany mechanizm dziatania 1-MNA

W poprzednich podrozdziatach zaprezentowano wyniki nanoindentacji ostrzem AFM
pokazujace zmiany parametru elastyczno$ci komoérek po zadziataniu chlorku 1-
metylonikotynoamidu. Dodatkowo zamieszczono wyniki biochemiczne pomiaru NO, PGI,
wewnatrzkomoérkowych jonéw Ca2+ oraz fluorescencyjnie znakowanej F-aktyny, ktére
potwierdzaja przeciwzapalny i przeciwtrombotyczny charakter 1-MNA. ,Prewencyjny”
i terapeutyczny” wptyw 1-MNA wyjasnia zaproponowany mechanizm dziatania tego
zwigzku (Rycina 8.8).

W przedstawionej interpretacji zaproponowano hipoteze, Zze 1-MNA pobudza fosfolipaze
PLA; do produkcji kwasu arachidonowego. Nastepnie kwas ten jest metabolizowany przez
cyklooksygenaze do prostacykliny. Zwiekszony poziom PGI, zostat zaobserwowany dla
komorek inkubowanych tylko z 1-MNA oraz komoérek inkubowanych z 1-MNA w obu
konfiguracjach przeciwzapalnych (Podrozdziat 8.4). Nastepnie PGI; jest uwalniane przez
btone komdrkowa na zewnatrz komorki, ale réwniez moze aktywowal Srdédbtonkowe
syntazy tlenku azotu do produkcji NO, co zaobserwowano poprzez regulacje tlenku azotu

(Podrozdziat 8.2).
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Z drugiej strony kwas arachidonowy pobudza pompy wapniowe do transportu jonéw Ca2z+ do
wnetrza komorki, przez co zaobserwowano zwiekszone stezenie jondéw wapnia
wewnatrzkomérkowego (Podrozdziat 8.4). Jony Ca2+ aktywuja fosfolipaze i tutaj cykl sie
zamyka. Z drugiej strony, jony Ca?* mogg zosta¢ réwniez uwalniane z gladkiej siateczki
sarkoplazmatycznej i w kompleksie Ca2*/CaM pobudza¢ do aktywacji eNOSOw. Aktywacja
srodbtonkowych syntez tlenku azotu skorelowana jest ze zwiekszeniem miejsc wigzacych
(zwiekszenie G-aktyny), przez co obserwowana jest depolimeryzacja F-aktyny po

zadziataniu tylko 1-MNA jak rowniez 1-MNA w badanych konfiguracjach (Podrozdziat 8.5).

h\ 1-MNA
//ER > Cf/\ A /
CaM :

2+
eNOs Ca’/CaM
kompleks

\depolimeryzacja

F - aktyny

Rycina 8.8. Biochemiczny cykl wydzielania i uwalniania Ca?*, NO oraz PGl.. Czerwona strzatka wskazuje
czynnik, na ktéry 1-MNA moze wptywac bezposrednio. Zaprezentowany schemat zawiera nastepujace
oznaczenia: siateczka sarkoplazmatyczna (ER), fosfolipaza A: (PLA:), kwas arachidonowy (AA),
cyklooksygenaza (COX), prostacyklina (PGlz2), srodbtonkowa syntaza tlenku azotu (eNOS), tlenek azotu
(NO), kalmodulina (CaM), Ca?*/kompleks kalmoduliny (Ca%*/CaM kompleks).

Proponowany mechanizm dziatania 1-MNA pokazuje wewnatrzkomoérkowy szlak
uwalniania NO i PGI;, dwoch mediatoréw przeciwzapalnych $rédbtonka. Zaproponowany
schemat na Rycinie 8.8 przedstawia hipoteze wewnatrzkomérkowego szlaku indukowanego
przez chlorek 1-metylonikotynoamidu, ktéra uzasadnia dziatanie 1-MNA w konfiguracji
sterapeutycznej” jak roéwniez ,prewencyjnej’. Terapeutyczny efekt zwigzany jest z
pobudzeniem PLA; do metabolizowania AA, ktére nastepnie jest produktem do powstawania
PGI; i kolejno aktywacji Srodbtonkowych syntaz tlenku azotu. Z drugiej strony pre-inkubacja
z 1-MNA powoduje depolimeryzacje F-aktyny, przez co zostaje zwiekszona ilo$¢ miejsc
wigzacych eNOs, a tym samym ilo§¢ produkowanego NO. Réwniez w przypadku
zapobiegawczej aplikacji 1-MNA aktywowany jest szlak zwigzany z wydzielaniem PGI, oraz

zwiekszonym stezeniem wapnia wewnatrzkomoérkowego.
8.7 Wnioski

W niniejszym rozdziale zaproponowano wykorzystanie nanoindentacji ostrzem AFM
jako biowskaznika do diagnostyki $rédbtonka po =zadziataniu chlorkiem 1-

metylonikotynoamidu. W pierwszym etapie diagnostyki przeprowadzono badanie zmian
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elastycznosci Srodbtonka do weryfikacji fizjologicznego stezenia 1-MNA, czyli stezenia przy
ktérym nie wystepujg zmiany elastyczno$ci komérek. Nastepnie w oparciu o wcze$niej
zdefiniowany model dysfunkcji $rdédbtonka przeprowadzono badania weryfikacji
przeciwzapalnego dzialania 1-MNA w dwéch konfiguracjach ,terapeutycznej” oraz
Lprewencyjnej’. Poniewaz badanie elastycznosci komdrek jest metoda pozwalajaca na
detekcje zmian elastycznos$ci zwigzanych z przebudowg cytoszkieletu w czesci korowej
komorek, a takze jest $ciS$le powigzana z produkcja NO przez komorki jako metody
uzupetniajagce wykorzystano mikroskopie fluorescencyjng i wybarwianie F-aktyny oraz
spektrofotometryczng metode Griessa do pomiaru tlenku azotu. Dodatkowo, uzyskane
wyniki potwierdzono pomiarem wewnatrzkomoérkowego stezenia jonéw wapnia oraz
wydzielania prostacykliny.

Badania spektroskopii sit zastosowane do oceny wtasciwego stezenia 1-MNA wskazaty,
ze dla dawki 0.1pM zwigzek ten nie zmienia fenotypu komérek, co uzasadnia wybdr
nastepujacych stezen: 0.05uM, 0.1puM oraz 0.2uM do weryfikacji dziatania w konfiguracjach
sterapeutycznej” oraz ,protekcyjne;j”.

Nastepnie, w konfiguracji ,terapeutycznej” (TNF-a 1h + 1-MNA) uzyskano dawko-
zalezno$¢ dziatania 1-MNA, gdzie wyttumienie dziatania cytokiny prozapalnej zostato
zaobserwowane dla stezen 0.05pM oraz 0.1uM. Z drugiej strony, w Kkonfiguracji
sprewencyjnej” (1-MNA + TNF-a 1h) dziatanie zapobiegawcze uzyskano dla wyzszych
stezen, w szczeg6lnosci dla 0.1uM.

Ciekawym punktem badawczym obu konfiguracji okazata sie inkubacja komoérek z 1-
MNA przez 3h w stezeniu 0.1uM. Przypadek ten w konfiguracji ,terapeutycznej” powoduje
odwrocenie efektu dziatania TNF-a, co zostalo uzupelnione o dodatkowa analize
biochemiczng oraz fluorescencyjnym znakowaniu F-aktyny. W oparciu o otrzymane wyniki
zaproponowano mechanizm dziatania 1-MNA, 1faczacy uwalnianie mediatorow
przeciwzapalnych: tlenku azotu oraz prostacykliny, ktéry moze ttumaczy¢ dziatanie 1-MNA
w warunkach in vivo oraz in vitro. Otrzymane wyniki sg zgodne z wynikami uzyskanymi in
vivo, prezentuja przeciwzapalny potencjat 1-MNA skorelowany z przeciwtrombotycznym
dziataniem.

W niniejszym rozdziale zademonstrowano metodyke diagnostyki komérek srédbtonka
bazujaca na pomiarach elastycznosci komdrek spektroskopia sit oraz dodatkowej analizie
biochemicznej. Prezentacja metodyki zostata przeprowadzona na przyktadzie chlorku 1-
metylonikotynoamidu, czynnika, ktéry wykazuje potencjat terapeutyczny i prewencyjny

komoérkach $rédbtonka ludzkiego mikronaczyn w odczynie zapalnym.
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Rozdziat 9. Wptyw wybranych soli pirydynowych na

komorki srodblonka

Prezentowany rozdzial stanowi Kkontynuacje badan potencjalnych czynnikéw
srodbtonkowych. Nanoindentacja ostrzem AFM postuzyta do badan wlasciwosci
mechanicznych komoérek srédbtonka poddanych dziataniu soli pirydynowych chlorku 1,4-
dimetylopirydyny (0.02uM, 0.1uM) oraz chlorku 1-metylopirydyny (0.1uM, 1uM). Jako
metody uzupetniajgce wykorzystano mikroskopie fluorescencyjna i wybarwianie F-aktyny
cytoszkieletu komoérkowego oraz metode Griessa do pomiaru wydzielanego NO przez
komorki $rédbtonka. Zaproponowane zwigzki wykazuja silne dzialanie trombolityczne in
vivo, stad motywacja do badan wptywu wybranych soli pirydynowych na komérki
srodbtonka. Dodatkowo, z doniesienn literaturowych wiadomo, ze 1,4-DMP jest

hepatoprotekcyjnie aktywny.
9.1 Cytotoksyczny efekt po aplikacji 1,4-DMP

Uzyskanie przeciwzapalnego efektu dla 0.1uM w przypadku 1-metylonikotynoamidu
zasugerowalo do wyboru wtasnie tego stezenia w przypadku badania wptywu 1,4-DMP.
Po uzyskaniu wstepnych wynikéw dla tej dawki zaproponowano 5-krotne zmniejszenie steZenia
badanego czynnika. Na Rycinie 9.1 przedstawiono wartosci parametru elastycznosci dla dwéch

wybranych stezen: 0.02uM i 0.1uM oraz ustalonych czaséw inkubacji (1, 3, 6, 12 i 24h).
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Rycina 9.1. Wartosci parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych oraz inkubowanych z 1,4-DMP
dla dwoch stezen 0.1uM (kolor niebieski) i 0.02uM (obszar zakreskowany) oraz wybranych czasow
inkubacji (1, 3, 6, 12 oraz 24h). Na rycinie zaznaczono wartosci parametru elastycznosci istotne

statystycznie wzgledem referencji dla dwdch poziomow istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.
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Rozdziat 9. Wptyw wybranych soli pirydynowych na komérki srédbtonka

Rozklady parametru elastycznosci dla wyzej wymienionych stezen oraz dawek
zaprezentowano na Rycinach Z.13 oraz Z.15 zatgcznika.

W przypadku jednogodzinnej inkubacji otrzymano zmniejszenie parametru elastycznosci dla
wybranych stezen, wieksze w przypadku mniejszej dawki. Z drugiej strony, dla dtuzszych
czasOw inkubacji (powyzej 3h) wzrasta parametr elastycznosci (komoérki mniej elastyczne)
dla obu wybranych stezen. Jednakze w przypadku wyzszego steZenia otrzymane wartosci
parametru elastyczno$ci s znacznie wyzsze niz dla 0.02pM. Podsumowujac, zmniejszenie
stezenia stosowanego zwigzku obniza jego wptyw na zmiany elastycznosci.

W celu potwierdzenia otrzymanych wynikéw przeprowadzono wybarwianie F-aktyny

cytoszkieletu komdrkowego. Na Rycinie 9.2 zaprezentowano otrzymane obrazy mikroskopii

fluorescencyjnej dla dawki 0.1pM.

A B C
D E_ F

Rycina 9.2. Fluorescencyjne obrazy znakowanej F-aktyny (obszary zielone) oraz jagder komdrkowych
(obszar niebieski) dla komérek kontrolnych (A) oraz inkubowanych z 0.1uM 1,4-DMP odpowiednio przez
1h (B), 3h (C), 6h (D), 12h (E) oraz 24h (F). Strzatki 1-4 pokazujg grube wiokna F—-aktyny zlokalizowane
wzdtuz gtéwnej osi komorek. Skala: 20pum.

Na obrazach fluorescencyjnych zaobserwowano wyrazZne zmiany rozmieszczenia oraz
grubosci wtdkien aktynowych w komorkach wraz z wydtuzaniem czasu inkubacji z 1,4-DMP.
Dla krétkich czasé6w (1 i 3h) F-aktyna zlokalizowana jest w obszarach peryferyjnych
komoérek. Z drugiej strony, w przypadku 6, 12 oraz 24h zauwazono pogrubione wtbékna
aktynowe utoZzone roéwnolegle wzdtuz gtéwnej osi komorek, czyli tzw. ,widkna
naprezeniowe” (Rycina 9.2, strzatki 1-4), co jest zwigzane z silng polimeryzacja G-aktyny
oraz potwierdza wzrost parametru elastycznosci (Rycina 9.1). Poréwnujac otrzymane wyniki
z charakterystyka wptywu cytokiny prozapalnej TNF-a na komérki sré6dbtonka [1], ktéra w

pierwszym etapie dziatania (1 i 3h) powoduje silng polimeryzacje wiokien aktynowych
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skutkujac w ten spos6éb zwiekszeniem parametru elastyczno$ci, mozna stwierdzié, ze 1,4-
DMP w badanych stezeniach wywotuje efekt cytotoksyczny. Interesujacg obserwacja jest
zwiekszenie elastycznosci komdrek dla krétkiego czasu (1h), ktére potwierdzone zostato
wybarwianiem fluorescencyjnym.

Podsumowujac, 1,4-DMP jest czynnikiem powodujacym istotne zmiany cyklu
komoérkowego prowadzace przede wszystkim do reorganizacji wtdkien cytoszkieletu, ktéra
uzasadnia zmniejszenie elastyczno$ci komorek. Jednakze w przypadku nizszego stezenia

efekt dziatania 1,4-DMP jest znacznie mniejszy.
9.2 Zwiekszenie elastycznos$ci komodrek po zastosowaniu 1-MP

Kolejna sola pirydynowa zbadang w pracy badawczej jest chlorek 1-metylopirydyny (1-
MP). Zwigzek ten inkubowano z komérkami na ustalone czasy inkubacji (1, 3, 6, 12 oraz 24h)
w dawkach 0.1pM oraz 1pM. Wyniki zaprezentowano na Rycinie 9.3, w oparciu o rozktady

parametru elastycznos$ci przedstawione na Rycinach Z.14 oraz Z.16 zatacznika.

3
V7] 0.1uM
B 1M

N
1

Parametr elastycznosci [kPa]

Referencja 1h 3h 6h 12h 24h

Rycina 9.3. Wartosci parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych oraz inkubowanych z 1-MP dla
dwodch stezen: 100nM (stupki zakreskowane) i 1uM (stupki szare) oraz wybranych czaséw inkubacji (1, 3,
6, 12 i 24h). Na rycinie zaznaczono wartosci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem

referencji dla dwéch poziomoéw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Dla nizszego stezenia zaobserwowano oscylacyjne zmiany parametru elastyczno$ci:
zwiekszenie elastycznosci dla 1h, nastepnie zmniejszenie dla 3h oraz spadek parametru
elastycznosci dla pozostatych czaséw inkubacji utrzymujacy sie na tym samym poziomie
(okoto 45% wartosci referencyjnej). Aplikacja 1-MP w wyzszym stezeniu skutkuje
tagodniejszymi zmianami parametru elastycznosci, gdzie dla krétkich czaséw inkubacji (11 3h)
warto$ci parametru elastycznosci s3 zblizone do warto$ci otrzymanej dla komoérek
referencyjnych. 1-MP dla dtuzszych czaséw inkubacji (6, 12 i 24h) w stezeniu 1uM powoduje

zmniejszenie parametru elastycznosci (o okoto 20% wartosci kontroli), czyli wzrost elastycznos$ci

83



Rozdziat 9. Wptyw wybranych soli pirydynowych na komérki srédbtonka

komoérek. Podsumowujac, wydtuzenie czasu inkubacji z 1-MP skutkuje zwiekszeniem
elastyczno$ci komorek, a intensywnos$¢ tego procesu zalezy od aplikowanego stezenia.

W celu uzupeinienia analizy wptywu 1-MP na komérki srédbtonka przeprowadzono
fluorescencyjne znakowanie F-aktyny cytoszkieletu komorkowego. Na Rycinie 9.4
zaprezentowano obrazy mikroskopii fluorescencyjnej komérek srédbtonka inkubowanych z
1-MP dla stezenia 0.1puM. Dla wszystkich czaséw inkubacji widoczne sg na obrazach
fluorescencyjnych zgrupowania F-aktyny w obszarach peryferyjnych komdrek. W czesci

centralnej komérek zaobserwowano cienkie, pojedyncze wtékna, ktére utoZzone sa tak jak w

przypadku komoérek referencyjnych.
A | B | C

Rycina 9.4. Fluorescencyjne obrazy znakowanej F-aktyny (obszary zielone) oraz jader komérkowych
(obszar niebieski) dla komédrek kontrolnych (A) oraz inkubowanych ze 100nM 1-MP odpowiednio przez
1h (B), 3h (C), 6h (D), 12h (E) oraz 24h (F). Skala: 20um.

Depolimeryzacja F-aktyny powoduje zwiekszenie ilo$ci miejsc wigzacych srodbtonkowych
syntaz tlenku azotu, przez co zwiekszona zostaje produkcja tlenku azotu przez komorki.
Istotnym parametrem potwierdzajacym otrzymane wyniki elastycznos$ci jest pomiar tlenku
azotu wydzielanego przez komorki inkubowane z 1-MP. W Tabeli 5 zestawiono relatywne
zmiany produkcji NO dla stezenia 0.1uM oraz wybranych czas6w inkubacji.

Tabela 5. Relatywne zmiany produkcji NO przez komérki $rédbtonka inkubowane z 100nM 1-MP dla

czasow inkubacji 1, 3, 12 oraz 24h.

Czas inkubacji z 0.1pM Relatywne zmiany
1-MP produkcji NO
1h 80%
3h 35%
12h 119%
24h 12%
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Zwiekszona produkcja tlenku azotu otrzymana dla komérek inkubowanych z 1-MP dla
wszystkich czaséw inkubacji $wiadczy o podwyzszonej aktywnosci srédbtonkowych syntaz
NO. Dlajednogodzinnej inkubacji komoérek z 1-MP zaobserwowano 80% nadmiar tlenku
azotu. Wynik ten anty-koreluje ze zmniejszeniem parametru elastycznosci dla 1h, a zatem
potwierdza obserwacje, ze ,miekkie” komorki produkuja wiecej NO [81]. Dla 3h uzyskano
spadek nadmiarowo produkowanego NO (do 35%) oraz wzrost parametru elastycznosci w
poréwnaniu z 1h inkubacja. Wydtuzenie inkubacji skutkuje zwiekszeniem elastycznosci
komorek wzgledem 3h (Rycina 9.3) oraz silnym wzrostem produkcji NO (do 119% dla 12h).

Otrzymane wyniki potwierdzaja anty-korelacje pomiedzy elastyczno$cia komorek oraz

produkcja tlenku azotu.
9.3 Porownanie 1-MP oraz 1,4-DMP

Uzyskane wyniki dla 0.1uM obu soli pirydyniowych prezentuja anty-korelujace zmiany
elastycznosci dla dtuzszych czaséw inkubacji (Rycina 9.5). Wynik ten sugeruje roézne
mechanizmy komoérkowe indukowane przez te zwigzki, zwigzane z depolimeryzacja F-
aktyny zlokalizowanej w czeSci korowej cytoszkieletu komérkowego w przypadku 1-MP oraz
polimeryzacja G-aktyny po zadziataniu 1,4-DMP. Otrzymane wyniki dla 1,4-DMP -
zmniejszenie elastycznosci komoérek przy dtuzszych czasach inkubacji (12 i 24h) sg efektem jaki

zaobserwowano rowniez w przypadku chlorku 1-metylonikotynoamidu dla stezenia 10pM.
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Rycina 9.5. Relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komérek inkubowanych z 1,4-DMP (stupki
zakreskowane) oraz 1-MP (stupki szare) dla stezenia 100nM dla réznych czaséw inkubacji 1, 3, 6, 12 oraz
24h. Na rycinie zaznaczono wartosci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem referencji
dla dwdéch poziomdw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Podsumowujac, dla obu soli pirydynowych zmiany elastycznosci komérek sa najbardziej

widoczne dla dtuzszych czaséw inkubacji (po 6h). Wyniki nanoindentacji ostrzem AFM
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zostaty potwierdzone obserwacjami F-aktyny cytoszkieletu oraz wydzielania NO przez
komoérki zmierzonego metodg Griessa.

Dla czynnika 1,4-DMP zmierzone warto$ci parametru elastycznosci dla obu stezen pokazuja
podobng tendencje zmian elastyczno$ci komorek, jednakze silniejsza w przypadku wyzszego
stezenia (0.1pM). Stanowi to potwierdzenie, Ze zastosowanie nizszych stezen tego zwigzku
do weryfikacji ,prewencyjnego” badZz ,terapeutycznego” dziatania wydaje sie bardziej
uzasadnione. Dawka 1uM czynnika 1-MP powoduje mniejsze zmiany elastycznos$ci komorek,

dlatego dalsze badanie zostato przeprowadzone dla tego steZenia.

9.4 Zmiany elastycznosci komorek jako biowskaznik do oceny

»terapeutycznego”/,prewencyjnego” dziatania 1-MP oraz 1,4-DMP

Do analizy ,terapeutycznego”/,prewencyjnego” dziatania badanych soli pirydynowych
wybrano stezenie 1uM w przypadku 1-MP oraz 0.02uM dla 1,4-DMP. Badania zostaty
przeprowadzone w oparciu o wczesniej opisany model dysfunkcji sSrodbtonka zdefiniowany
jako inkubacja komérek z cytoking prozapalng TNF-a przez 1h. Sole pirydynowe dodawano
do komorek w dwoéch konfiguracjach badania przeciwzapalnego dziatania czynnikéw.
Na Rycinie 9.6 przedstawiono wartosci parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych
oraz inkubowanych odpowiednio TNF-a przez 1h + 1,4-DMP/1-MP przez 3h oraz w

konfiguracji odwrotnej 1,4-DMP/1-MP przez 3h + TNF-a przez 1h.
4

Efekt TNF-a

*k

Efekt 'czystego’ 1,4-DMP

*¥k
ok

Dziatanie
prewencyjne

Parametr elastycznosci [kPa]
N

1,4-DMP3h  TNF 1h 1-MP3h  TNF 1h
+ + + + referencja
TNF1h  1,4DMP3h TNF1h  1-MP3h
Rycina 9.6. Wartosci parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych oraz inkubowanych z 1,4-DMP
3h + TNF-a 1h, TNF-a 1h + 1,4-DMP 3h, 1-MP 3h + TNF—a 1h, TNF-a 1h + 1-MP 3h. Na rycinie
zaznaczono wartosci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem poziomu referencji dla

dwdch pozioméw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.
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Ponizej zawarto wnioski wynikajace ze zmierzonych warto$ci parametru elastycznosci:

1. w przypadku komérek inkubowanych z 1,4-DMP oraz TNF-a w obu konfiguracjach
mozna stwierdzi¢, ze widoczny jest efekt ‘czystego’ 1,4-DMP tzn. wartosci parametru
elastycznos$ci sa zblizone do otrzymanych w przypadku 3h inkubacji z 1,4-DMP
(Rycina 9.1),

2. dla inkubacji komoérek z TNF-a przez 1h a nastepnie z 1-MP przez 3h otrzymano
zwiekszenie parametru elastycznosci - efekt TNF-a, brak ,terapeutycznego” dziatania,

3. inkubacja komoérek z 1-MP przez 3h a nastepnie TNF-a przez 1h - warto$¢ parametru
elastycznosci jak dla poziomu odniesienia, dziatanie zapobiegawcze.

Zaprezentowane wyniki pomiaréw elastycznosci komérek dla soli pirydynowych pokazaty,

ze 1,4-DMP w stezeniu 0.02uM nie dziata przeciwzapalnie na komdrki sréodbtonka w

odczynie zapalnym. Interesujace okazaly sie wyniki 1-MP dla stezenia 1puM, dla ktérego

zaobserwowano ,prewencyjne” dziatanie tego czynnika (parametr elastycznosci jak dla
referencji). Badania w konfiguracji zapobiegawczej dla tego zwigzku zostaly rozszerzone

o pozostate czasy inkubacji (1, 6, 12 oraz 24h). Rozktady parametru elastycznosci dla

~prewencyjnej” konfiguracji 1-MP zostaty zamieszczone w zatgczniku (Rycina Z.17).

Na Rycinie 9.7 zaprezentowano wartos$ci parametru elastycznosci (A) oraz relatywne zmiany

produkcji NO (B) dla komoérek inkubowanych z 1pM 1-MP w konfiguracji ,prewencyjne;j”.
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Relatywne zmiany produkcji NO [%]

o
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0,0

1h 3h 6h Téh 24h referencja 1h 3h 6h 12h 24h
1- MP + TNF-a (1h) Czas inkubacji 1-MP

Rycina 9.7. Wartosci parametru elastycznosci (A) oraz relatywne zmiany produkcji NO (B) dla komérek
inkubowanych z 1pM 1-MP dla 1, 3, 6, 12 i 24h, a nastepnie z TNF—a przez 1h. Na rycinie zaznaczono
wartoéci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem poziomu odniesienia dla dwoéch

poziomow istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Dla czaséw inkubacji z 1-MP do 12h w Kkonfiguracji zapobiegawczej zaobserwowano

stopniowe zwiekszenie produkcji NO przez komérki wzgledem poziomu referencyjnego,
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a nastepnie spadek nadprodukcji dla 24h wzgledem 12h. Na podstawie Ryciny 9.7A mozna
wnioskowa¢, ze 1-MP powoduje wyttumienie dziatania cytokiny prozapalne;j.
Dla 3h pre-inkubacji zaobserwowano zmniejszenie parametru elastycznosci, jednakze dla 6h
warto$¢ parametru elastycznosci jest zblizona jak dla poziomu odniesienia. W przypadku 12h
obserwowane jest znaczne zwiekszenie elastycznosci komodrek (warto$¢ parametru
elastycznosci spada o okoto 30% poziomu referencyjnego), co anty-koreluje z produkcjg NO
(najwieksza nadprodukcja dla 12h). Przy 24h pre-inkubacji nastepuje wzrost parametru
elastycznosci do wartosci referencyjnej i zmniejszenie nadprodukcji NO wzgledem 12h.
Podsumowujgc, uzyskane wyniki do weryfikacji prewencyjnego dziatania 1uM 1-MP
wskazujg na zapobiegawczy potencjat tego zwigzku (wytlumienie efektu TNF-a oraz przy
24h pre-inkubacji wartos$¢ parametru elastycznosci jak dla poziomu odniesienia). Jednakze,
do wyja$nienia wewnatrzkomérkowego mechanizmu 1-MP zwigzanego ze zmniejszeniem
parametru elastycznosci i silng nadprodukcjg NO dla 12h nalezatoby zastosowa¢ dodatkowe

metody badawcze.
9.5 Mechanizm dziatania 1-MP w konfiguracji ,prewencyjnej”

Proponowany mechanizm dziatania 1-MP w konfiguracji ,prewencyjnej” zwigzany jest z
uwalnianiem dwdch mediatoréw przeciwzapalnych srédbtonka NO oraz PGl,. Zwiekszenie
produkcji tlenku azotu zostato zaobserwowane w przypadku komérek inkubowanych z 1-MP
we wczes$niej wymienionej konfiguracji (najwieksze w przypadku 12h inkubacji). Z drugiej
strony w pracy [53] pokazano, Ze czynnik ten stymuluje endogenna PGl w $rodbtonku
naczyn w warunkach in vivo. Regulacja prostacykliny przez komorki $rddbtonka po
zadziataniu 1-MP moze skutkowa¢ zwiekszong aktywnos$cig srédbtonkowych syntaz tlenku
azotu (Rycina 9.7B). Kontynuujac, aktywacja eNOS skorelowana jest ze zwiekszeniem miejsc
wigzacych (zwiekszenie G-aktyny), przez co obserwowana jest depolimeryzacja F-aktyny po
zadziataniu 1-MP (Rycina 9.4). Réwniez w przypadku wynikéw pomiaru elastycznosci
komorek otrzymano potwierdzenie dziatania 1-MP zwigzane z procesami depolimeryzacji
aktyn cytoszkieletu komérkowego. Niewielkie zmniejszenie parametru elastycznosci w
przypadku dziatania 1-MP dla dtuzszych czaséw inkubacji (Rycina 9.3) a takze spadek
parametru elastycznosci dla 12h pre-inkubacji z tym czynnikiem potwierdzaja przebudowe
cytoszkieletu komoérkowego obserwowang na obrazach fluorescencyjnych.

Podsumowujac, otrzymane wyniki dla chlorku 1-metylopirydyny wskazujg na

przeciwzapalne dziatanie tego zwiazku w konfiguracji , prewencyjnej”.

88



A. Kotodziejczyk, Praca doktorska

9.6 Whnioski

W niniejszym rozdziale zaprezentowano charakterystyke zwigzkéow chlorku 1-
metylopirydyny oraz chlorku 1,4-dimetylopirydyny dla wybranych stezen na skérnych
komoérkach srodbtonka ludzkiego. Uzyskane wyniki pomiaru elastycznosci komérek zostaty
potwierdzone fluorescencyjnym wybarwianiem F-aktyny. Jako badania uzupelniajace
wykonano pomiar wydzielanego tlenku azotu spektrofotometryczng metoda Griessa.

Podsumowujac, w prezentowanym rozdziale nanoindentacja ostrzem AFM zostata
wykorzystana do zbadania zmian elastycznosci, ktére stanowia biowskaznik do weryfikacji
Jterapeutycznego” oraz ,prewencyjnego” dziatania badanych soli pirydynowych. Wstepne
badania 1,4-DMP S$wiadcza o cytotoksycznym wplywie tego zwiazku (zwiekszenie
polimeryzacji G-aktyny skorelowane ze zmniejszeniem elastycznosci komorek) dla
wybranych stezen: 0.02uM, 0.1pM. Natomiast odwrotna zalezno$¢ obserwowana jest w
przypadku soli pirydynowej 1-MP. Wplyw 1-MP na komoérki sr6dbtonka mozna poréwnaé do
efektu uzyskanego dla simwastatyny (Rozdziat 6). Dla obu tych czynnikéw uzyskano
zmniejszenie parametru elastycznosci dla stezenia 1uM, w przypadku simwastatyny dla 3h
pre-inkubacji natomiast dla 1-MP po 12h. Dodatkowo, dla tego stezenia uzyskane wyniki
elastycznosci wskazuja na zapobiegawcze dziatanie 1-MP, co zostato uzupetnione o pomiary

tlenku azotu wydzielanego przez komoérki.
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Rozdzial 10. Podsumowanie

Gtownym zagadnieniem niniejszej pracy doktorskiej jest ocena dysfunkcji srodbtonka
oraz skutecznosci potencjalnych czynnikéw srédbtonkowych za pomoca spektroskopii sit. W
ostatniej dekadzie, metoda ta jest szeroko wykorzystywana w badaniach komérek oraz
innych biomolekut. Zastosowanie tej metody daje mozliwo$¢ iloSciowego pomiaru
wlasciwos$ci mechanicznych komoérek. W niniejszej pracy doktorskiej zostato wprowadzone
pojecie parametru elastycznosci, ktére opisuje elastyczno$¢ komdrek zaleznoScig -
zwiekszenie parametru elastycznos$ci $wiadczy o zmniejszeniu elastycznosci komorek.
Elastyczno$¢ jest istotnym punktem badawczym w przypadku komoérek srodbtonka, ze
wzgledu na ich umiejscowienie oraz funkcje jakie petnig w organizmie ludzkim. Srédbtonek
ludzki jest warstwa komoérek wyscielajaca naczynia krwiono$ne, podlega ci$nieniu
wywieranemu przez przeptywajaca krew przez Swiatlo naczynia a takze petni funkcje
transportowe substancji z krwi do tkanek potozonych gtebiej. Mozna zatem stwierdzi¢, ze
elastycznos¢ tych komorek jest jednym z parametréw fizjologicznych okreslajacych jego
prawidtowy stan. Dodatkowo, parametr ten skorelowany jest z produkcja tlenku azotu przez
komorki oraz iloScig F-aktyny w cze$ci korowej cytoszkieletu komérkowego [4,62].

W Rozdziale 5 przedstawiono dwustopniowa odpowiedZ komorek sSroédbtonka po
zadziataniu cytoking prozapalng TNF-a, gdzie dla krétkich czaséw inkubacji (1, 3h)
otrzymano zmniejszenie elastycznos$ci komoérek oraz zmniejszenie produkcji tlenku azotu.
Odwrotna sytuacja jest w przypadku dluzszych czaséw inkubacji (12, 24h) zwiekszenie
elastycznosci oraz silna nadprodukcja NO. Charakterystyka wptywu TNF-a postuzyta do
zdefiniowania modelu wczesnej dysfunkcji in vitro jako 1h inkubacje komérek w stezeniu
10ng/ml. Dodatkowo, pomiary elastycznosci komorek zostaty potwierdzone znakowaniem
F-aktyny cytoszkieletu komoérkowego i mikroskopia fluorescencyjna, gdzie w przypadku
zmniejszenia elastycznos$ci komoérek (aplikacja TNF-a przez 1h) zaobserwowano tzw.
»wtokna naprezeniowe”.

W Rozdziale 6, na przykitadzie simwastatyny zostata zaprezentowana metodyka
diagnostyki komdrek srodbtonka. W tym celu, pomiar elastycznos$ci komorek oraz dodatkowe
badania biochemiczne zostaly wykorzystane do weryfikacji fizjologicznego stezenia leku
(w przypadku simwastatyny 1uM). Wyzsze stezenia (10, 100uM) wykazaly cytotoksyczne
dziatanie na komorki Srodbtonka. Nastepnie, w celu identyfikacji przeciwzapalnego dziatania

simwastatyny wywotano odczyn zapalny komoérek poprzez aplikacje TNF-a.
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Przeciwzapalne dziatanie simwastatyny oraz pozostatych potencjalnych lekéw zostato
zbadane w dwdch konfiguracjach, gdzie aplikowano zwigzki w nastepujacej kolejnosci: TNF-
a 1h + badany czynnik to tzw. ,terapeutyczna” konfiguracja oraz odwrotnie: badany czynnik
+ TNF-a 1h - ,prewencyjna”. W przypadku 1uM stezenia simwastatyny uzyskano
przeciwzapalne dzialanie tego zwigzku na komorki $rdédbtonka w odczynie zapalnym
(warto$¢ parametru elastycznosci jak dla poziomu odniesienia).

W Rozdziale 7 zaprezentowano charakterystyke doksorubicyny i daunorubicyny w
zakresie stezen 0.1-10uM. Badania poréwnawcze DOX oraz DAU potwierdzajg silniejszy efekt
cytotoksyczny w przypadku zastosowania DAU na komorki $rédbtonka. Doksorubicyna
wywotuje zmniejszenie elastyczno$ci komoérek skorelowane z polimeryzacja G-aktyny
powyzej stezenia 3uM, jednakze dla tej dawki oraz 5puM nie zaobserwowano komorek
apoptotycznych. W przypadku daunorubicyny, 1puM stezenie powoduje zmniejszenie
elastycznosci, natomiast w przypadku 3pM i 5pM czynnik ten indukuje apoptoze.
Podsumowujac, w przypadku doksorubicyny dla najwyzszych badanych (5uM oraz 10uM)
stezen zaobserwowano faze poprzedzajacg apoptoze (polimeryzacja G-aktyny), gdzie dla
tych samych dawek w przypadku daunorubicyny widoczne byty charakterystyczne zmiany w
morfologii prowadzace do apoptozy.

W Rozdziatach 8 oraz 9 zaprezentowano wyniki oceny skuteczno$ci potencjalnych lekow
srodbtonkowych. Badania przeprowadzono dla nastepujacych czynnikéw: chlorku 1-
metylonikotynoamidu (1-MNA), chlorku 1-metylopirydyny (1-MP) oraz chlorku 1,4-
dimetylopirydyny (1,4-DMP).

Badania 1-MNA (Rozdziat 8) rozpoczyna pordwnanie wptywu tego zwigzku dla dwéch
stezenn 0.1pM oraz 10uM. Wyniki pomiaru elastycznosci oraz mikroskopia fluorescencyjna
wykorzystana do zbadania F-aktyny cytoszkieletu pozwolilty na wyboér stezenia 0.1uM, wokét
ktérego (0.05, 0.1 oraz 0.2uM) zostatly wykonane badania przeciwzapalnego dziatania na
komoérkach w odczynie zapalnym we wczes$niej zdefiniowanych konfiguracjach.
»Terapeutyczne” oraz ,prewencyjne” dziatanie tego zwigzku zostato pokazane dla inkubacji
3h w dawce 0.1puM. Pomiar elastycznosci uzupetniony o pomiary biochemiczne (wydzielanie
prostacykliny, pomiar NO, pomiar wapnia wewnatrzkomorkowego, wybarwianie F-aktyny)
pozwala na zdefiniowanie mechanizmu dziatania tego zwigzku, ktéry moze ttumaczy¢
dziatanie tego czynnika in vitro oraz in vivo.

W Rozdziale 9 zaprezentowano charakterystyke wptywu soli pirydyniowych 1-MP
(0.1uM, 1puM) oraz 1,4-DMP (0.02uM, 0.1uM) na komérki sSré6dbtonka. Otrzymano, Ze czynniki
te dziataja przeciwstawnie, w przypadku 1-MP wystepuje zwiekszenie elastycznosci
komoérek oraz depolimeryzacja F-aktyny, natomiast dla 1,4-DMP zaobserwowano

polimeryzacje aktyn i zmniejszenie elastyczno$ci. Dodatkowo, w rozdziale tym
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zaprezentowano ,prewencyjne” dzialanie 1-MP na komorki $rédbtonka w dawce 1uM.
Z drugiej strony zwigzek 1,4-DMP nie wykazuje dziatania przeciwzapalnego w zakresie
badanych stezen (0.02, 0.1uM). Zaprezentowane wyniki stanowia prezentacje metodyki do
oceny skutecznosci potencjalnych czynnikéw srédbtonkowych.

Na podstawie wynikéw dla simwastatyny, leku Kktéry stanowi referencje dla
przeprowadzonych badan, mozna wysunaé wniosek, Ze opracowana, nowatorska metodyka
pozwala na wiarygodne testowanie dziatania potencjalnych leko6w na poziomie pojedynczych
komorek. Diagnostyka komorek srédbtonka za pomoca spektroskopii sit moze stanowic
uzupetnienie i rozszerzenie badan $rédbtonka in vivo. Zaproponowana metodyka zostata
wykorzystana w niniejszej pracy doktorskiej do zbadania wptywu potencjalnych lekéw
srodbtonkowych: 1-MP, 1,4-DMP i 1-MNA. W przypadku 1-MNA oraz 1-MP otrzymano
wyniki wskazujgce na istotny potencjat tych czynnikéw w przypadku komoérek w odczynie

zapalnym.
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Streszczenie

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego, w tym choroby krazenia, w ostatniej dekadzie
stanowig najwiekszg przyczyne umieralno$ci na swiecie. W celu zmniejszenia umieralnosci
powodowanej tymi chorobami oraz poprawienia skutecznosci ich leczenia poszukiwane s3
nowe metody badawcze, ktdre umozliwig badanie srédbtonka in vivo oraz in vitro.

Niniejsza praca doktorska stanowi opracowanie nowej metodyki badania dysfunkc;ji
$rodbtonka oraz testowania potencjalnych lekéw o dziataniu $rédbtonkowym. Obejmuje ona
pomiar elastycznosci komoérek za pomoca spektroskopii sit uzupetlniony o pomiary
biochemiczne (pomiar tlenku azotu, stezenia wapnia wewnatrzkomdérkowego, wydzielania
prostacykliny oraz znakowania F-aktyny cytoszkieletu komdrkowego). Metodyka badania
skutecznosci lekéw in vitro ztozona jest z kilku etapow. Najpierw wykonano charakterystyke
dysfunkcji sr6dbtonka wywotanej czynnikiem martwicy nowotworéw (TNF-a), co postuzyto
do zdefiniowania modelu odczynu zapalnego. Kolejno weryfikacje przeciwzapalnego
dziatania zwigzkéw dokonywano na komoérkach s$rédblonka w dwdch konfiguracjach,
Jterapeutycznej” - gdzie okre$lano wptyw potencjalnych lekéw na komoérki w odczynie
zapalnym oraz ,prewencyjnej” - gdzie badano zdolno$¢ wywotania odczynu zapalnego
cytoking TNF-a na komoérkach pre-inkubowanych z potencjalnymi lekami. Skutecznos$¢
zaproponowanej metodyki zostala zaprezentowana na przyktadzie simwastatyny -
powszechnie stosowanego leku w przypadku choréb uktadu sercowo-naczyniowego.
Metodyke testowania potencjalnych lekéw o dziataniu srédbtonkowym wykorzystano do
weryfikacji przeciwzapalnego dziatania soli pirydynowych: chlorku 1-metylopirydyny (1-
MP), chlorku 1-metylonikotynoamidu (1-MNA) oraz chlorku 1,4-dimetylopirydyniowego
(1,4-DMP). Uzyskane wyniki potwierdzaja przeciwzapalne dzialanie 1-MNA w obu
konfiguracjach, 1-MP w konfiguracji prewencyjnej oraz brak przeciwzapalnego dziatania w
przypadku 1,4-DMP dla wybranych stezen.

Na przyktadzie wynikéw uzyskanych dla zbadanych substancji mozna stwierdzié, ze
opracowana procedura badania skuteczno$ci potencjalnych lekéw stanowi doskonate
narzedzie diagnostyczne Srodbtonka in vitro. Pomiar elastycznos$ci komoérek za pomoca
spektroskopii sit dostarcza informacji o wtasciwosciach mechanicznych, ktére w przypadku
srodbtonka s3 Sci$le powigzane z parametrami biochemicznymi (NO, PGI;, Ca?*) oraz moga

stanowi¢ biowskaZnik fizjologicznego stanu komorek.

93



A. Kotodziejczyk, Praca doktorska

Abstract

Over the last decade cardiovascular system diseases, including circulatory diseases, are
the largest cause of the mortality in the world. In order to reduce mortality caused by above
mentioned diseases and to improve the effectiveness of their treatment new investigation
methods of endothelium in vivo and in vitro have to be developed. Endothelial cells, similar to
muscle, or red blood cells, undergo constant squeezing and stretching from the environment
due to their function and localization. Therefore, the elasticity of endothelial cells plays a key
role in the maintenance of proper blood vessel flow, vascular pressure regulation, and other
endogenous functions.

This thesis focuses on the development of a new methodology for the study of
endothelial dysfunction and testing prospective endothelium-targeted agents. It covers
measurement of cell elasticity using atomic force spectroscopy complemented with
biochemical analyses (nitric oxide production and concentration of intracellular calcium
measurements, release of prostacyclin and labeling of F-actin fibers). The proposed
methodology of drug testing in vitro consists of several stages. Firstly, the characterization of
endothelial inflammation induced by tumor necrosis factor (TNF-o) was performed, which
allows to define the dysfunction model of the endothelial cells. Subsequently, verification of
anti-inflammatory effects of the compounds was carried out on endothelial cells in two
configurations, "therapeutic” and "preventive". The first configuration was aimed to evaluate
the effect of prospective drugs on the inflamed cells. The "preventive" one was targeted on
the inability of inflammation induction by the cytokine TNF-a on the cells pre-incubated with
prospective drugs. The effectiveness of the proposed methodology was proved based on
simvastatin - a drug commonly used for the cardiovascular system diseases. Methodology of
testing prospective endothelial drugs was used to verify the anti-inflammatory action of the
pyridine salts: 1-methylpyridinium chloride (1-MP), 1-methylnicotinamide chloride (1-
MNA) and 1,4-dimethylpyridinium chloride (1,4-DMP). Obtained results confirmed anti-
inflammatory effect of 1-MNA in both configurations, 1-MP in the preventive one, and no
anti-inflammatory effect in the case of 1,4-DMP for selected concentrations.

Based on the obtained results it can be concluded that the elaborated procedure for testing
efficacy of prospective drugs can be a perspective diagnostic tool of endothelium in vitro. Cell
elasticity measurements by atomic force spectroscopy provide information on the mechanical
properties which, in the case of endothelium are closely linked to biochemical parameters (NO, PGI;,

Ca?+). Concluding, cell elasticity changes may serve as bio-indicator of the cell physiological state.
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Spis rycin

Rycina 2.1. Przekrdj poprzeczny prawidtowo zbudowanej tetnicy (A) oraz tetnicy zwezonej przez
blaszki miazdzycowe (B) [12].

Rycina 2.2. Udziat CVD w catkowitej liczbie zgon6ow [%] w latach 1990, 1995, 2000, 2005 i 2007
[25].

Rycina 2.3. Przyczyny umieralnosci w Polsce w latach 1990, 2000, 2005, 2010 i 2011 wyrazone w
% [26].

Rycina 2.4. Wzory strukturalne wybranych statyn.
Rycina 2.5. Wzory strukturalne odpowiednio daunorubicyny (A) oraz doksorubicyny (B).

Rycina 2.6. Wzory strukturalne badanych substancji: chlorku 1-metylonikotynamidu (A), chlorku
1-metylopirydyny (B), chlorku 1,4-dimetylopirydyny (C).

Rycina 3.1. Krzywa naprezenie - odksztatcenie dla materiatéw biologicznych [67].

Rycina 3.2. Schemat uktadu pomiarowego ostrze - prébka (A). Oznaczenia: Z - wzgledne
przesuniecie skanera, Zx - wzgledne przesuniecie skanera w momencie styku ostrza z probka, Ad
-ugiecie dZwigni, 6 - odksztatcenie probki.

Rycina 3.3. Schemat odksztatcenia miekkiej probki na skutek dziatania sztywnej sfery [70].

Rycina 5.1. Obrazy AFM topografii komérek (30um x 30um): kontrolnej (A) oraz inkubowanych z
TNF-a odpowiednio przez 1, 3, 6, 12 i 24h (B-F).

Rycina 5.2. Wartosci pola powierzchni i objeto$ci czeSci centralnych komoérek (A) oraz
wydtuzenia i wysokosci komérek (B) po dodaniu cytokiny prozapalnej na ustalone czasy
inkubacji (§rednia arytmetyczna+SD).

Rycina 5.3. Obrazy fluorescencyjne znakowanej F-aktyny cytoszkieletu komoérkowego dla
komoérek referencyjnych (A) oraz inkubowanych z TNF-a przez 1, 3, 6, 12 i 24h (B-F). Strzatki 1 i
3 prezentujg pogrubione wtdékna F-aktyny uktadajace sie wzdtuz gtéwnej osi komoérki, natomiast
strzatki 2 i 4 pogrubienie wtdkien na brzegach komdrek. Na obrazach D-F widoczna
depolimeryzacja wtdkien, gdzie zaznaczono pojedyncze, skrécone witokna F-aktyny - strzatki 5-7
oraz catkowita depolimeryzacje - strzatka 8. Skala: 20um.

Rycina 5.4. Relatywne zmiany parametru elastycznos$ci oraz produkcji NO dla linii komérkowej

EA.hy926 (A) oraz HMEC (B) dla inkubacji z TNF-a przez 1, 3, 6, 12 i 24h. (**) p<0.01, (*) p<0.05.__

Rycina 5.5. Warto$ci parametru elastycznosci dla komdrek referencyjnych, inkubowanych z TNF-
a przez 12 oraz TNF-a 12h + L-name 1h. (*¥) p<0.01.

Rycina 5.6. Schemat przedstawiajacy zaleznosci pomiedzy zmierzonymi parametrami.
Podsumowanie dziatania TNF-a dla stezenia 10ng/ml i ustalonych czasach inkubaciji.

Rycina 6.1. Warto$ci parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych oraz inkubowanych z
simwastatyna (1uM, 10uM, 100uM) dla 24h (A) oraz inkubowanych z simwastatyna (1pM) dla
réznych czaséw inkubacji (B). (**) p<0.01, (*) p<0.05.

Rycina 6.2. Obrazy optyczne komodrek srodbtonka: referencyjnych (A) oraz inkubowanych z
simwastatyng w dawkach 1uM (B), 10uM (C) oraz 100uM (D). Skala: 50pum.

Rycina 6.3. Obrazy fluorescencyjne komorki srodbtonka inkubowanych z simwastatyna w dawce
10puM (A) oraz 100uM (B) znakowanych aneksyng V (zielona fluorescencja) oraz jodkiem

propidyny (czerwona fluorescencja). Skala dla A: 10um, B: 50um.

Rycina 6.4. Srednia warto$¢ metabolitu prostacykliny (A) oraz intensywnosci fluorescencji Fluo4
(B) (Srednia +SD).

Rycina 6.5. Warto$ci parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z simwastatyng w
dwoch konfiguracjach: terapeutycznej oraz protekcyjnej dla dwoch stezen 1uM (ciemny szary)
oraz 0.1puM (zaznaczono na niebiesko). Zaprezentowano rdéwniez warto$ci parametru

103

12

15

16
17
18

19

25

26

28

46

47

48

50

51

52

54

55

56

58



Spis rycin

elastycznosci otrzymane dla komoérek referencyjnych oraz inkubowanych z cytoking TNF-a przez
1h. (*¥) p<0.01, (*) p<0.05.

Rycina 6.6. Schemat odczynu zapalnego wywotanego zwiekszonym stezeniem cholesterolu [106]. __

Rycina 7.1. WartosSci parametru elastycznosci dla komérek inkubowanych z doksorubicyng oraz
daunorubicyna przez 24h w nastepujacych stezeniach 0.1, 1, 3, 5 oraz 10uM.

Rycina 7.2. Obrazy fluorescencyjne znakowanej F-aktyny komdrek referencyjnych (A) oraz
inkubowanych z DOX przez 24h w stezeniach 1uM (B), 5uM (C) i 10uM (D). Czerwone strzatki
wskazuja pogrubione wtdkna F-aktyny, biate - komérki apoptotyczne. Skala: 20um.

Rycina 7.3. Obrazy fluorescencyjne znakowanej F-aktyny komodrek referencyjnych (A) oraz
inkubowanych z DAU przez 24h w stezeniach 1uM (B), 5uM (C) i 10uM (D). Czerwone strzatki

wskazujg pogrubione wtdkna F-aktyny, biate strzatki - komoérki apoptotyczne. Skala: 20pm.

Rycina 7.4. Schemat przedstawiajacy dziatanie DOX [116] Oznaczenia: ROS - reaktywne formy tlenu,
DOX - doksorubicyna, DOXOL - doksorubicynol, DOXq - pétchinon doksorubicyny, Casp 3 - kaspaza
3, CytC - cytochrom C, Bax - biatko z rodziny Bcl-2 zwigzane z X ER - siateczka sarkoplazmatyczna,
Ca?* - jony wapnia, Fe?* oraz Fe3* - jony Zelaza, Oz - anionorodnik ponadtlenkowy, Oz - czasteczka
tlenu, NADPH - dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy, NADP+ - forma utleniona dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowy.

Rycina 8.1. Wartosci parametru elastycznosci dla komérek inkubowanych z 1-MNA dla dwéch
stezenn 10uM (kolor szary) oraz 0.1uM (niebieski). Na rycinie zaznaczono wartos$ci parametru
elastycznos$ci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwoch pozioméw istotnosci
oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Rycina 8.2. Obrazy fluorescencyjne komoérek znakowanych Alexa Fluor 488: referencja (A) oraz
komoérek inkubowanych z 1-MNA 0.1uM dla 12h (B) oraz 24h (C) oraz 10uM (D, E) dla tych
samych czaséw inkubacji. Strzatki 1-3 wskazujg pogrubione wtdékna aktynowe. Skala: 50 pm.

Rycina 8.3. Relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komdrek inkubowanych z TNF-a (A),
TNF-a (1h) +1-MNA (1, 3, 6, 12 i 24h) dla 0.05uM (B), 0.1uM(C) oraz 0.2uM (D). Na rycinie
zaznaczono wartosci parametru elastyczno$ci istotne statystycznie wzgledem referencji dla
dwoéch pozioméw istotno$ci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Rycina 8.4. Relatywne zmiany parametru elastycznosci (obszary zakreskowane) oraz produkcji
tlenku azotu wydzielanego przez komodrki $rdédbtonka (kolor niebieski) dla komoérek
inkubowanych z TNF-a 1h, TNF-a 4h oraz TNF-a 1h + 1-MNA 3h. Na rycinie zaznaczono wartosci
parametru elastyczno$ci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwéch poziomoéw istotnosci
oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Rycina 8.5. Relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z 1-MNA a
nastepnie z TNF-a (1) (kolor szary). Jako poziom referencyjny zaznaczono warto$¢ relatywnych
zmian parametru elastycznos$ci dla komdrek inkubowanych z TNF-a przez 1h (kolor niebieski).
Na rycinie zaznaczono wartosSci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem
referencji dla dwdch poziomoéw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Rycina 8.6. Relatywne zmiany wydzielanej prostacykliny PGI2 (A) oraz $redniej intensywnos$ci
fluorescencji Fluo4 (B) dla komérek inkubowanych z TNF-a (1h), TNF-a (4h), 1-MNA (3h), 1-
MNA (3h) + TNF-a(1h), TNF-a (1h)+ 1-MNA (3h) obliczone wzgledem komorek referencyjnych.
Na rycinie zaznaczono $rednie warto$ci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwoch

poziomoéw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05.

Rycina 8.7. Obrazy fluorescencyjne wybarwionej F-aktyny, dla komoérek referencyjnych (A),
inkubowanych z 1-MNA 3h (B), TNF-a 4h (C), TNF-a 1h + 1-MNA 3h (D) oraz 1-MNA 3h + TNF-
a 1h (E). Strzatka 1 pokazuje pogrubione widékna w czeSci centralnej komoérek, 2 -

depolimeryzacje F-aktyny oraz 3 - pojedyncze wtékna w cze$ci centralnej komoérki. Skala: 20pum. __

Rycina 8.8. Biochemiczny cykl wydzielania i uwalniania Ca2*, NO oraz PGl.. Czerwona strzatka
wskazuje czynnik, na ktéory 1-MNA moze wplywac bezposrednio. Zaprezentowany schemat
zawiera nastepujgce oznaczenia: siateczka sarkoplazmatyczna (ER), fosfolipaza Az (PLAz), kwas
arachidonowy (AA), cyklooksygenaza (COX), prostacyklina (PGIz), sSrédbtonkowa syntaza tlenku
azotu (eNOS), tlenek azotu (NO), kalmodulina (CaM), Ca?*/kompleks kalmoduliny (CaZ*/CaM
kompleks).
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Rycina 9.1. WartoSci parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych oraz inkubowanych z
1,4-DMP dla dwéch stezenn 0.1uM (kolor niebieski) i 0.02uM (obszar zakreskowany) oraz
wybranych czaséw inkubacji (1, 3, 6, 12 oraz 24h). Na rycinie zaznaczono warto$ci parametru
elastycznosci istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwoéch pozioméw istotnosci
oznaczonych (*¥) p<0.01 oraz (*) p<0.05. 81

Rycina 9.2. Fluorescencyjne obrazy znakowanej F-aktyny (obszary zielone) oraz jader
komérkowych (obszar niebieski) dla komoérek kontrolnych (A) oraz inkubowanych z 0.1uM 1,4-
DMP odpowiednio przez 1h (B), 3h (C), 6h (D), 12h (E) oraz 24h (F). Strzatki 1-4 pokazuja grube
wtékna F-aktyny zlokalizowane wzdtuz gtéwnej osi komoérek. Skala: 20pm. 82

Rycina 9.3. Wartosci parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych oraz inkubowanych z
1-MP dla dwoéch stezen: 100nM (stupki zakreskowane) i 1uM (stupki szare) oraz wybranych
czasoéw inkubacji (1, 3, 6, 12 i 24h). Na rycinie zaznaczono warto$ci parametru elastycznosci
istotne statystycznie wzgledem referencji dla dwoch pozioméw istotnos$ci oznaczonych (**)
p<0.01 oraz (*) p<0.05. 83

Rycina 9.4. Fluorescencyjne obrazy znakowanej F-aktyny (obszary zielone) oraz jader
komérkowych (obszar niebieski) dla komoérek kontrolnych (A) oraz inkubowanych ze 100nM 1-
MP odpowiednio przez 1h (B), 3h (C), 6h (D), 12h (E) oraz 24h (F). Skala: 20pum. 84

Rycina 9.5. Relatywne zmiany parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z 1,4-DMP
(stupki zakreskowane) oraz 1-MP (stupki szare) dla stezenia 100nM dla réznych czaséw
inkubacji 1, 3, 6, 12 oraz 24h. Na rycinie zaznaczono wartos$ci parametru elastyczno$ci istotne
statystycznie wzgledem referencji dla dwdch pozioméw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz
(*) p<0.05. 85

Rycina 9.6. Wartosci parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych oraz inkubowanych z
1,4-DMP 3h + TNF-a 1h, TNF-a 1h + 1,4-DMP 3h, 1-MP 3h + TNF-a 1h, TNF-a 1h + 1-MP 3h. Na
rycinie zaznaczono warto$ci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem poziomu
referencji dla dwéch poziomoéw istotnosci oznaczonych (**) p<0.01 oraz (*) p<0.05. 86

Rycina 9.7. Wartos$ci parametru elastyczno$ci (A) oraz relatywne zmiany produkcji NO (B) dla
komoérek inkubowanych z 1uM 1-MP dla 1, 3, 6, 12 i 24h, a nastepnie z TNF-a przez 1h. Na
rycinie zaznaczono warto$ci parametru elastycznosci istotne statystycznie wzgledem poziomu
odniesienia dla dwéch poziomdw istotnosci oznaczonych (**¥) p<0.01 oraz (*) p<0.05. 87

Rycina Z.1 Rozktady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych
z TNF-a odpowiednio przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f). 108

Rycina Z.2 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych
z simwastatyna (24h) dla wybranych stezen 1, 10 oraz 100uM (b-d). 108

Rycina Z.3 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z simwastatyng (1uM)
dla wybranych czaséw inkubacji: 1, 3, 12, 24h (a-d). 109

Rycina Z.4 Rozktady parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych (a) inkubowanych z
TNF-a przez 1h (b), TNF-a przez 1h a nastepnie z simwastatyna przez 2h dla stezen 1, 0.1uM (c
oraz d) oraz inkubowanych w odwrotnej kolejnosci-najpierw z simwastatyng przez 2h (1, 0.1uM)
a nastepnie z TNF-a przez 1h (e oraz f) 109

Rycina Z.5 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych
z doksorubicyng przez 24h w odpowiednich stezeniach 0.1uM, 1uM, 3uM, 5uM oraz 10uM (b-f).___110

Rycina Z.6 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych
z daunorubicyna przez 24h w odpowiednich stezeniach 0.1uM, 1uM, 3uM, 5uM oraz 10uM (b-f). __110

Rycina Z.7 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych
z 10uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f). 111

Rycina Z.8 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych
z 0.1uM 1-MNA (b-f) przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f). 111

Rycina Z.9 Rozktady parametru elastycznosci komdrek inkubowanych z 1-MNA w dawkach
0.05uM, 0.1uM oraz 0.2uM przez 3h a nastepnie z TNF-a przez 1h (a-c). 112

105



Spis rycin

Rycina Z.10 Rozktady parametru elastyczno$ci dla komdrek referencyjnych (a)
inkubowanych z TNF-a przez 1h a nastepnie z 0.1uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

Rycina Z.11 Rozktady parametru elastycznosci dla komodrek referencyjnych (a)
inkubowanych z TNF-a przez 1h a nastepnie z 0.05uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

Rycina Z.12 Rozktady parametru elastycznosci dla komodrek referencyjnych (a)
inkubowanych z TNF-a przez 1h a nastepnie z 0.2uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

Rycina Z.13 Rozktady parametru elastyczno$ci dla komérek referencyjnych (a)
inkubowanych z 0.1uM 1,4-DMP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

oraz

oraz

oraz

oraz

Rycina Z.14 Rozktady parametru elastyczno$ci dla komodrek referencyjnych (a)
inkubowanych z 0.1uM 1-MP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

oraz

Rycina Z.15 Rozktady parametru elastycznosci dla komodrek referencyjnych (a)
inkubowanych z 0.02uM 1,4-DMP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

oraz

Rycina Z.16 Rozktady parametru elastyczno$ci dla komdrek referencyjnych (a)

oraz

inkubowanych z 1uM 1-MP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).

Rycina Z.17 Rozktady parametru elastycznosci komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z

1-MP w dawce 1uM przez odpowiednio 1, 3, 6, 12, 24h a nastepnie z TNF-« przez 1h (b-f).
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Spis tabel

Tabela 1. Fizyczne metody oceny $rédbtonka naczyniowego [13]. Oznaczenia: FMD (flow mediated
dilatation) - dylatacja tetnicy w odpowiedzi na niedokrwienie; IMT (infima-media thickness) -
grubo$¢ kompleksu btony srodkowej i wewnetrznej; PWA (pulse wave analysis) - analiza tetna
fali; PWV (pulse wave velocity) - predkos¢ fali tetna; RH-PAT (reactive hypermia peripheral arteria
tonometry) - tanometria tetnic obwodowych w warunkach reaktywnego przekrwienia.

Tabela 2. Przeglad literaturowy wartos$ci parametru elastycznosci dla komoérek linii HUVEC.

Tabela 3. Parametry pracy mikroskopu sit atomowych. Oznaczenia parametréw petli sprzezenia
zwrotnego: IG (integral gain) - wzmocnienie catkujace, PG (proportional gain) - wzmocnienie

proporcjonalne.

Tabela 4. Zestawienie danych literaturowych na temat proapoptotycznych mechanizméw dziatania
statyn.

Tabela 5. Relatywne zmiany produkcji NO przez komoérki srédbtonka inkubowane z 100nM 1-MP

dla czaséw inkubacji 1, 3, 12 oraz 24h.
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Zalacznik
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Rycina Z.1 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z TNF-a
odpowiednio przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.2 Rozktady parametru elastycznosci dla komérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z

simwastatyng (24h) dla wybranych stezen 1, 10 oraz 100uM (b-d).
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Rycina Z.3 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek inkubowanych z simwastatyng (1uM) dla

wybranych czaséw inkubacji: 1, 3, 12, 24h (a-d).
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Rycina 2.4 Rozktady parametru elastycznosci dla komaérek referencyjnych (a) inkubowanych z TNF-a przez
1h (b), TNF-a przez 1h a nastepnie z simwastatyna przez 2h dla stezen 1, 0.1uM (c oraz d) oraz
inkubowanych w odwrotnej kolejnosci-najpierw z simwastatyng przez 2h (1, 0.1uM) a nastepnie z TNF-a

przez 1h (e oraz f)
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Rycina Z.5 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z

doksorubicyna przez 24h w odpowiednich stezeniach 0.1uM, 1uM, 3uM, 5uM oraz 10uM (b-f).

o

Prawdopodobienstwo

o

o

o

o

o

a
Referencja
o E,=(1.13+/-0.02) kPa
124
084
04
M
0 2 4 8
E[kPa]
32 d
DAU 3uM
281 E,= (0.88+/-0.01) kPa
24
,20
.16
42
o8]
04
& [l
0 2 6 8

E[IzPa]

DAU 0.1uM
E,_=(1.15+/-0.02) kPa

I
2

E[I:Pa]

DAU 5.M
E,=(0.87+/-0.01) kPa

E[I:Pa]

DAU 1uM
E,=(1.56+/-0.03) kPa

;S 0
2 6

E[kPa]

—

DAU 10 uM
E,=(0.80+/-0.01) kPa

E[IzPa]

Rycina Z.6 Rozkiady parametru elastycznosci dla komaérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z

daunorubicyng przez 24h w odpowiednich stezeniach 0.1uM, 1uM, 3uM, 5uM oraz 10uM (b-f).
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Rycina Z.7 Rozkiady parametru elastycznosci dla komaérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z
10puM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.8 Rozktady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z 0.1uM
1-MNA (b-f) przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.9 Rozktady parametru elastycznosci komoérek inkubowanych z 1-MNA w dawkach 0.05uM,

0.1puM oraz 0.2puM przez 3h a nastepnie z TNF-a przez 1h (a-c).
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Rycina Z.10 Rozktady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z TNF-a
przez 1h a nastepnie z 0.1uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.11 Rozktady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z TNF-a
przez 1h a nastepnie z 0.05uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.12 Rozktady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z TNF-a
przez 1h a nastepnie z 0.2uM 1-MNA przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.13 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z
0.1uM 1,4-DMP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.14 Rozkiady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z
0.1uM 1-MP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.15 Rozkiady parametru elastycznosci dla komorek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z
0.02uM 1,4-DMP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.16 Rozktady parametru elastycznosci dla komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z 1uM
1-MP przez 1, 3, 6, 12, 24h (b-f).
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Rycina Z.17 Rozktady parametru elastycznosci komoérek referencyjnych (a) oraz inkubowanych z 1-MP w

dawce 1pM przez odpowiednio 1, 3, 6, 12, 24h a nastepnie z TNF-a przez 1h (b-f).
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