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STRESZCZENIE

Srodblonek naczyniowy tworzy warstwa wyspecjalizowanych komorek wyscielajaca
wewnetrzne Sciany naczyn krwionosnych. Bedac narzagdem wydzielniczym, S$rodbtonek
moduluje odpowiedz zapalng, reguluje przeplyw krwi i1 przepuszczalno$§¢ naczyn oraz
utrzymuje rownowage miedzy krzepnigciem i fibrynoliza, a takze odgrywa istotng role w
procesach angiogenezy oraz w regulacji ci$nienia krwi. Ze wzgledu na swoje umiejscowienie
w organizmie stanowi on jedng z pierwszych barier chronigcych przed czynnikami
patogennymi krazacymi we krwi, w tym lipopolisacharydem (LPS). LPS jest silnym
induktorem odpowiedzi zapalnej i jego dzialanie jest szeroko badane w kontekscie sepsy, ktorg
wywoluje. Ciekawym, a zarazem stosunkowo mato dyskutowanym w piSmiennictwie
enzymem, ktory wydaje si¢ mie¢ wplyw na procesy zapalne w organizmie jest N-
metylotransferaza nikotynoamidowa (NNMT) katalizujaca przeniesienie reszty metylowej z S-
adenozylometioniny (SAM) na amid kwasu nikotynowego. Udziat NNMT w odpowiedzi na
stres oraz w stanie zapalnym zwigzanym z rdznorakimi zaburzeniami zostat udowodniony na
r6znych modelach in vitro 1 in vivo, ale jego rola w srodblonku w szczeg6lnosci w kontekscie
sepsy jest stabo poznana.

Niniejsza rozprawa sktada si¢ z dwoch czgsci. W pierwszej skoncentrowano si¢
na scharakteryzowaniu odpowiedzi niezmienionych komoérek HAEC na LPS podawany
w warunkach steZenia i1 czasu traktowania na tyle tagodnych by uzyska¢ typowa prozapalna
odpowiedz komorek, ale nie wystarczajacych do zmniejszenie ich przezywalnosci. Takie
podejscie pozwala na zminimalizowaniu dodatkowych nieodwracalnych skutkow
utrudniajacych rozpoznanie 1 interpretacje¢ procesOw adaptacyjnych. Czgs$¢ uzyskanych
wynikow byta zgodna z oczekiwaniami i potwierdzita wcze$niej znane efekty oraz poprawno$¢
ustalonego modelu, natomiast czg$¢ stanowita nowe obserwacje dotyczace odwracalnosci
zmian organizacji sieci mitochondrialnej oraz profilu metabolitow glikolizy 1 cyklu kwasow
trikarboksylowych oraz szybko$ci oddychania komoérek. Na szczegdlng uwage zastuguje
ustalenie, ze traktowanie komdorek HAEC LPS powoduje istotne zwigkszenie ilosci NNMT. Ta
catkowicie nowa obserwacja stata si¢ inspiracja do podjgcia badan opisanych w drugiej czgsci
rozprawy.

Ich celem byto sprawdzenie czy obecnos¢ biatka NNMT pozostaje w zwigzku z
obserwowanymi zmianami indukowanymi przez LPS. Zastosowano technik¢ siRNA w celu

wyciszania genu NNMT i wykazano, ze odpowiedZz na LPS komorek ze zmniejszonym



poziomem tego enzymu byla w wielu aspektach wyraznie ztagodzona. Dotyczylo to
zmniejszenia stresu oksydacyjnego, zmian architektury sieci mitochondrialnej oraz
stymulowanego przez LPS wzrostu zawarto$ci biatek Opal 1 Mnfl odpowiedzialnych za fuzj¢
mitochondriow oraz biatka Fis1 uczestniczacego w ich fragmentacji. Co wigcej, w komorkach
z wyciszonym NNMT normalizacja poziomu metabolitow glikolizy 1 cyklu Krebsa w
komoérkach traktowanych LPS byla znacznie przyspieszona. Ponadto, wyciszenie NNMT
zapobiegato wzmozonej aktywacji pojemnosciowego naplywu jondw wapnia obserwowanej w
komorkach z niezmieniong ekspresja tego genu traktowanych LPS oraz wydaje sie, ze sprzyja
normalizacji procesu autofagii oraz aktywacji stresu siateczki §rodplazmatyczne;.

Nie udato si¢ powigza¢ zmian spowodowanych podaniem LPS z oczekiwanymi i
bezposrednimi skutkami zwigzanymi z obnizeniem poziomu biatka i aktywnosci NNMT jakimi
sg zwigkszenie poziomu SAM oraz ograniczanie ilosci NAD" w komorkach. W pierwszym
przypadku dziatanie samego LPS maskowato oczekiwany wynik, a w drugim obecno$¢
nikotynamidu w pozywce nie pozwalala na ewentualne powstanie deficytu NAD". A zatem
wyjasnienie mechanizmu biochemicznego wigzacego aktywnos¢ NNMT ze skutkami dziatania
LPS w komoérkach HAEC wymaga dalszych badan. Niemniej w niniejszej rozprawie
zgromadzono szereg catkowicie nowych obserwacji, ktore poza aspektem poznawczym moga

da¢ podstawe do badan aplikacyjnych.
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ABSTRACT

The vascular endothelium is a layer of specialized cells that lines the inner walls
of all blood vessels. As a secretory organ, the endothelium modulates the inflammatory
response, regulates blood flow, controls vascular permeability and the balance between
coagulation and fibrinolysis, and also plays an important role in the processes of angiogenesis
and in the regulation of blood pressure. Due to its location, it constitutes one of the first
protective barriers against pathogenic factors circulating in the blood, including
lipopolysaccharide (LPS). LPS is a strong inducer of the inflammatory response and is widely
studied in the context of the sepsis it causes. An interesting, yet little discussed, factor that
seems to influence inflammatory processes in the body is the enzyme nicotinamide N-
methyltransferase (NNMT), which catalyzes the transfer of the methyl residue from S-
adenosylmethionine (SAM) to nicotinic acid amide. The involvement of NNMT in the response
to stress and inflammation associated with various disorders has been proven in numerous in
vitro and in vivo models, but its role in the endothelium, especially in the context of sepsis, is
poorly understood.

This dissertation consists of two parts. The first one focused on characterizing the
response of unchanged HAEC cells to LPS administered under conditions of concentration and
treatment time mild enough to obtain the typical pro-inflammatory response of the cells, but
not sufficient to reduce their survival. This approach allows for minimizing irreversible effects
that make the interpretation of adaptation processes difficult. Some of the obtained results were
consistent with expectations and confirmed previously known effects and the correctness of the
established model, while some were new observations regarding the reversibility of changes in
the organization of the mitochondrial network and the profile of glycolytic metabolites and the
tricarboxylic acid cycle, as well as the rate of cell respiration. Of particular note is the finding
that treatment of HAECs with LPS results in a significant increase in the amount of the NNMT.
This completely new observation became the inspiration to undertake the research described in
the second part of the dissertation. Their aim was to check whether the presence of the NNMT
was related to the observed changes induced by LPS. The siRNA technique was used to silence
the NNMT and it was shown that the response of cells with reduced levels of this enzyme to
LPS was clearly attenuated. This concerned the reduction of oxidative stress, alleviation of
changes in the architecture of the mitochondrial network, and the LPS-stimulated increase in

the content of Opal and Mnfl responsible for mitochondrial fusion, as well as the Fis1 involved
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in their fragmentation. Importantly, in cells with a silenced NNMT gene, the normalization of
the level of glycolysis and the Krebs cycle metabolites in LPS-treated cells was significantly
accelerated. Moreover, silencing the NNMT prevented the increased activation of the store
operated calcium entry (SOCE) observed in cells with unchanged expression of this gene
treated with LPS and appears to promote the normalization of the autophagy process and the
activation of endoplasmic reticulum stress.

It was not possible to link the changes caused by LPS with the expected and direct
effects related to the reduction of protein levels and NNMT activity, such as increasing the level
of SAM and reducing the amount of NAD" in cells. In the first case, the effect of LPS itself
masked the expected result, and in the second, the presence of nicotinamide in the medium did
not allow for a possible NAD" deficit. Therefore, elucidating the biochemical mechanism
linking NNMT activity with the effects of LPS in HAEC cells requires further research.
Nevertheless, this dissertation collects a number of new observations which, apart from the

cognitive aspect, can provide the basis for application research.
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1. WSTEP

1.1. Charakterystyka i funkcje Srodblonka naczyn krwionosnych

Srodblonek naczyniowy jest narzadem endokrynnym wyscielajacym wewnetrzne
$ciany wszystkich naczyn krwiono$nych w organizmie czlowieka. Do lat 80-ch ubieglego
wieku przypisywano mu jedynie bierng role warstwy oddzielajacej §wiatto naczynia od glebiej
polozonych komorek jednak okazalo sig, ze pelni on liczne funkcje zwigzane z utrzymaniem
ci$nienia tetniczego, hemostaza czy odpowiedzia prozapalng, a takze jest odpowiedzialny za
selektywny transport ré6znych substancji z osocza np. hormonéw [Durand i Gutterman, 2013;
Wilson i Lerman, 2001]. Srédbtonek jest utworzony przez pojedyncza warstwe komérek, ktora
moze spetnia¢ swoja role dzigki obecnosci receptorow specyficznych dla licznych bialek,
czasteczek transportujacych lipidy, metabolitéw i hormondw, a takze poprzez selektywne
kanaty i receptory blonowe regulujace interakcje macierz-komorka i komodrka-komoérka [Cines

1 wsp., 1998].

Btona srodkowa

Btona Blona
zewnetrzna wewnetrzna

gt

Komorki migéni

gladkich Srédblonek

Blona sprezysta

zewnetrzna Btlona sprezysta

wewnetrzna

Rys. 1.1. Przekroj przez naczynie krwiono$ne [w/g Bardin, 2022, zmienione]

Komorki $rodbtonka naczyniowego sa spolaryzowane, co oznacza, ze ta cze$¢ ich

btony, ktora jest skierowana do $wiatta naczynia, jest eksponowana bezposrednio na dziatanie
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sktadnikow krwi oraz krazacych w niej komorek i czasteczek, podczas gdy powierzchnia
podstawno-boczna jest oddzielona od otaczajacego (pozanaczyniowego) Srodowiska przez
btong podstawng ztozong z zakotwiczonych w btonie komoérkowej glikoprotein. Komorki
wyscielajagce naczynie sg utozone w sposdb minimalizujacy naprezenia Scinajgce, ulegajac
splaszczeniu i przylegajac do podtoza [Lee i wsp., 1999]. Srodbtonek odpowiada na zmiany
hemodynamiczne oraz liczne czynniki przenoszone przez krew i moze reagowac na nie poprzez
wydzielanie t.zw. substancji wazoaktywnych, czyli takich, ktére moduluja stopien relaksacji
naczynia. W warunkach prawidlowych homeostaza naczyniowa jest utrzymywana dzigki
zréwnowazonemu wydzielaniu czynnikéw odpowiadajacych za rozkurcz i zwezanie si¢ naczyn
[Tesauro i Cardillo, 2011].

Kluczowa funkcja $rédbtonka naczyniowego jest regulacja skurczu i rozkurczu mig$ni
gladkich naczyn krwiono$nych, a tym samym wptywanie na ci$nienie tetnicze krwi. Wsrod
wielu czasteczek sygnatowych wydzielanych przez komorki §rodbtonka jest tlenek azotu (NO).
Zwigzek ten jest wytarzany z argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze tlenku azotu,
ktorej forma Srodbtonkowa (eNOS) jest charakterystyczna dla tych komorek. W innych
komoérkach moga wystepowaé takze dwie inne izoformy tego enzymu: indukowalna syntaza
tlenku azotu (iNOS) oraz neuronalna syntaza tlenku azotu (nNOS) [Forstermann i Sessa, 2012].
eNOS jest enzymem wytwarzanym konstytutywnie i modulujagcym wiele opisywanych funkcji
srodbtonka taczac m.in. zmiany w przeptywie krwi z odpowiednig przebudowg architektury
naczyniowej 1 regulacja $rednicy naczynia. Jego wytwarzanie jest najwigksze w przypadku
duzych naczyn krwiono$nych takich jak aorta (do 50 ng/mg biatka calkowitego w
homogenatach), maleje wraz ze zmniejszaniem si¢ $rednicy naczynia, zupetnie zanikajac w
naczyniach wtosowatych [Heiss 1 wsp., 2010]. Aktywnos¢ eNOS jest zalezna od wielu biatek 1
ich modyfikacji posttranslacyjnych. Obecno$¢ kalmoduliny zwigzanej z jonami wapnia jest
niezbedna do aktywacji tego enzymu, a zatem zwigkszonego wytwarzania NO [Hemmens i
wsp., 1998]. Biatko szoku cieplnego 90 (Hsp90) jest allosterycznym aktywatorem eNOS —
przylaczenie si¢ zaréwno kalmoduliny jak i Hsp90 do eNOS powoduje odlgczenie sig
kaweoliny-1, ktéra hamuje aktywno$¢ tego enzymu [Garcia-Gardena i wsp., 1998; Gratton i
wsp., 2000]. W czasteczce eNOS znajduje si¢ kilka miejsc fosforylacji. Najlepiej poznanymi
sg fosforylacja w pozycji Ser'!”’, ktéra zwicksza aktywnoéé enzymu, poniewaz stymuluje
przeptyw elektronow przez domen¢ reduktazowa syntazy NO 1 zwigksza wrazliwos¢ w

stosunku do Ca*" oraz fosforylacja Thr*®

zaburzajaca przyltaczanie kalmoduliny, a zatem
zmniejszajaca aktywnos¢ eNOS [Fleming i wsp., 2003]. Ekspresja genu kodujacego eNOS

znacznie wzrasta w odpowiedzi na zwigkszenie naprgzenia S$cinajacego. Zwigkszenie
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wytwarzania NO w tych warunkach powoduje relaksacje naczynia i obnizenie sit §cinajacych.
[Xiao 1 wsp., 1997]. W warunkach patologicznych, gdy zmniejszona jest dostgpnos$¢ tlenku
azotu np. na skutek jego utleniania do reaktywnych form azotu, moze dochodzi¢ do
kompensacyjnego wzrostu aktywnosci eNOS, co stwarza ryzyko rozprzegania tego enzymu i
wytwarzania reaktywnych form tlenu (RFT) zamiast NO [Forstermann i Sessa, 2012].

Tlenek azotu nie jest jedyna wydzielang przez $rdédblonek naczyniowy czasteczka
powodujaca rozkurcz naczyn krwiono$nych. Podobny efekt jest wywolywany przez
prostacykling (PGI2). Jest to zwigzek wytwarzany konstytutywnie w wyniku przeksztatcania
kwasu arachidonowego w reakcjach katalizowanych przez cyklooksygenaze i1 syntazg
prostacykliny, przy czym jego synteza zwigksza si¢ w odpowiedzi na stres. Prostacyklina
hamuje agregacje pltytek krwi oraz proliferacje komorek gtadkich mig$ni szkieletowych, obniza
ci$nienie tetnicze i dziata rozkurczowo na naczynia krwiono$ne poprzez aktywacje¢ cyklazy
adenylowej [Nejabati 1 wsp., 2017]. Tlenek azotu i1 prostacyklina nie wyczerpuja catej gamy
substancji powodujacych relaksacj¢ naczyn krwionosnych.

Wykazano, ze nawet przy braku NO i prostacykliny naczynia krwiono$ne zachowuja
zdolno$¢ do relaksacji. Dzieje si¢ to za sprawg srédblonkowego czynnika hiperpolaryzujacego
(EDHF), réwniez bedacego metabolitem kwasu arachidonowego. Wytwarzany jest przez
enzymy z rodziny monooksygenaz cytochromu 450 (CYP), a jego udzial wydaje si¢ by¢
znacznie wigkszy w malych naczyniach oporowych niz w duzych naczyniach przewodowych
[Fleming i wsp., 1996; Luksha i wsp., 2010]. Wzrost stezenia jonow wapnia w $rodbtonku
aktywuje EDHF oraz stymuluje kanaly potasowe aktywowane Ca®*', w tym o $rednim
przewodnictwie (IKca) znajdujace si¢ w domenach skierowanych na komorki miesni gladkich
1 o matym przewodnictwie (SKca) znajdujace si¢ blisko polaczen miedzy komodrkami
srodbtonka. W wyniku aktywacji tych kanaléw dochodzi do hiperpolaryzacji komorek
srédblonka. Stan ten rozprzestrzenia si¢ przez potaczenia migdzybtonowe zlokalizowane na
wypustkach §rodbtonka do migsni gltadkich naczyn krwionos$nych zapobiegajac ich skurczowi
[Kriiger-Genge 1 wsp., 2019].

Komorki $rodbtonka wytwarzaja takze czynniki powodujace skurcz naczyn
krwiono$nych. Jednym z nich jest tromboksan A> (TxA:), wytwarzany podobnie jak
prostaglandyna z kwasu arachidonowego przy udziale COX-1 (cyklooksygenaza-1) i syntazy
tromboksanu [Bunting i wsp., 1983]. W dzialaniu TxA; posredniczg receptory tromboksanowo-
prostanoidowe (TP) znajdujace si¢ na ptytkach krwi (aktywacja powoduje agregacje ptytek)

oraz komodrkach miesni gladkich naczyn krwiono$nych (biorg udziat w zwigkszaniu
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wewnatrzkomorkowego stezenia jondéw wapnia prowadzacego do skurczu naczyn) [FitzGerald,
1991; Sandoo i wsp., 2010].

Ostatni istotny czynnik wazokonstrykcyjny (powodujacy skurcz naczyn) — endotelina-
1 (ET-1) - wytwarzany jest gtbwnie w odpowiedzi na stan zapalny przez konwertazg endoteliny.
Endotelina-1 dziala poprzez receptory na komodrkach miesni gtadkich naczyn krwiono$nych
(ETa 1 ET-g2) oraz na komorkach srodbtonka (ET-g1). Podobnie jak tromboksan A ET-1
wywoluje skurcz naczyn na drodze zaleznej od jondéw wapnia. Co ciekawe, aktywacja
receptorow ET-g1 powoduje indukcje PGI2 i tlenku azotu i nastgpnie relaksacje naczyn.
Prostacyklina i NO majg natomiast zdolno§¢ do obnizania wytwarzania endoteliny-1, tym
samym tworzac petle sprzezenia zwrotnego miedzy tymi zwigzkami [Bacon i wsp., 1995;

deNucci i wsp., 1988; Sandoo 1 wsp., 2010].

1.1.1. Mitochondria w komoérkach $rodbtonka naczyniowego

Mitochondria sg organellami komérkowymi znajdujacymi si¢ w centrum procesow
energetycznych i maja kluczowe znaczenie w regulacji metabolizmu komorek. Oprocz
wytwarzania ATP na drodze oksydacyjnej fosforylacji ADP, mitochondriom przypisuje si¢
wpltyw na proliferacje komorek, apoptoze, starzenie si¢ komorek, a takze udziat w sygnalizacji
wapniowej oraz wytwarzanie reaktywnych form tlenu. W komorkach $rodblonka
naczyniowego catkowita masa mitochondriow jest stosunkowo mata— stanowi 2-6% objetosci
cytoplazmy [Oldendorf i wsp., 1977]. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze $rédbtonek
wytwarza ponad 80% swojego ATP na drodze glikolizy, a rola mitochondridw polega przede
wszystkim na regulacji odpowiedzi sygnatowych na réznorakie bodZce [Culic 1 wsp., 1997].
Komunikacja mitochondriow z innymi organellami jest zdeterminowana poprzez ich
dystrybucje, biogeneze 1 dynamike organizacji przestrzennej. Skoordynowana aktywno$¢
mitochondridw i innych organelli komoérkowych wymaga skoordynowanej ekspresji genow
kodowanych zardwno przez mitochondrialne jak i jadrowe DNA, za co odpowiada przede
wszystkim PGC-1a (koaktywator receptorow aktywowanych proliferatorami peroksysomow 1-
alfa). PGC-la aktywuje czynniki transkrypcyjne regulujace ekspresje jadrowych gendéw
kodujacych enzymy niezbgdne do biogenezy mitochondriéw i odpowiedzi na stres oksydacyjny
(Nrfl 1 Nrf2 - jadrowe czynniki transkrypcyjne pochodzenia erytroidalnego typu 1 i 2), a takze
czynniki regulujace ekspresje genéw kodowanych przez mtDNA czyli mitochondrialne DNA
(TFAM 1 TFBM - mitochondrialne czynniki transkrypcyjne A i B) [Kluge 1 wsp., 2013; Valle
1 wsp., 2005].
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Mitochondria sg dynamicznymi organellami, podlegajacymi procesom fuzji i
fragmentacji (ang. fusion/fission). Odpowiedzialne za to sg enzymy mitofuzyna 112 (Mfnl i
Mifn2) oraz GTP-aza Opal (biatko 1 zaniku nerwu wzrokowego) uczestniczace w tworzeniu
sieci mitochondrialnej oraz biatko Fisl (ang. fission-1) odpowiedzialne za jej fragmentacje
ktore rekrutuje DRP-1 (biatko zwigzane z dynaming-1) zapoczatkowujac Proporcja migdzy
intensywnos$cig obu procesow zmienia si¢ w cyklu komérkowym, a takze jest zwigzanaze
stanem metabolicznym komoérek oraz z odpowiedzig komorek na stres. Fuzja mitochondriow
utatwia dystrybucj¢ metabolitow, bialek i mtDNA [Kluge i wsp., 2013; Lugus i wsp., 2011]. W
komorkach $rodbtonka fuzja mitochondriow jest konieczna dla prawidlowego przebiegu
angiogenezy reakcje na VEGF (czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego) 1 aktywujac eNOS.
Fragmentacja sieci mitochondrialnej jest istotna w czasie. angiogenezy kietkujacej (ang.
sprouting), majacej miejsce w procesie nowotworzenia, a takze petni kluczowa role w usuwaniu
uszkodzonych mitochondriéw w przebiegu mitofagii [Suen i wsp., 2008; Shen i wsp., 2015].
W warunkach fizjologicznych procesy fuzji i fragmentacji sg zrOwnowazone, a zaburzenie ich
prowadzi do rozwoju stanu zapalnego, $§mierci komorek i dysfunkcji srodbtonka, co moze mie¢
konsekwencje w skali catego organizmu.

Na stan metaboliczny oraz architekture mitochondriow w komorkach $rdédbtonka
naczyniowego moga wptywac takie czynniki jak dostepnos¢ tlenu i sktadnikéw odzywczych
oraz zjawiska hemodynamiczne naczyn krwiono$nych. Monowarstwa komorek $rodbtonka
transportuje wigkszo$¢ tlenu z krwi do tkanek okotonaczyniowych, zuzywajac tylko nieznaczng
jego czes¢ (okoto 15%) [De Bock i wsp., 2013]. Oddychanie komorkowe moze ulec
przys$pieszeniu w warunkach stresu oksydacyjnego czy braku glukozy, bedacej podstawa
glikolizy [Dranka i wsp., 2010; Mertens 1 wsp., 1990]. W tej sytuacji moze dochodzi¢ do
zwigkszonej biogenezy mitochondridw na $ciezce zaleznej od VEGEF i1 kinazy biatkowej Akt,
podobnie jak przy tworzeniu rozgatgzien naczyn krwiono$nych w odpowiedzi na hipoksje
[Wright 1 wsp., 2008]. Nie tylko niedobdr, ale takze nadmiar glukozy moze wptywac¢ na
funkcjonowanie mitochondriow. Podwyzszone stezenie glukozy we krwi np. w cukrzycy,
powoduje uszkodzenie i apoptoze komorek srodbtonka, prowadzac do zaburzonej integralnosci
ich monowarstwy 1 uposledzenia jej funkcji. Taki stan wptywa na dynamike mitochondriow w
komorkach czemu towarzyszy wzmozone wytwarzanie reaktywnych form tlenu oraz
zwiekszenie si¢ odsetka uszkodzonych mitochondriéw na skutek zaburzenia procesow fuzji i
fragmentacji [Pangare i wsp., 2012]. Lokalne sitly hemodynamiczne przyczyniaja si¢ zas do
dysfunkcji $rodblonka poprzez indukcje stresu oksydacyjny, przy czym zjawiska

hemodynamiczne w naczyniach nie sg jednorodne i moga wywotywaé rézne odpowiedzi
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komorkowe. Zasadniczo wyroznia si¢ trzy rodzaje przeptywu krwi wywotujace rozne skutki,
ktorymi sg: laminarne naprg¢zenie $cinajace (LSS), kiedy predkos$¢ ptynu nie ulega zmianom;
pulsacyjne naprezenie S$cinajace (PSS), gdy wystepuje przeplyw jednokierunkowy z
okresowymi zmianami wielkos$ci oraz oscylacyjne naprezenie $cinajace (OSS), gdy przeptyw
jest dwukierunkowy z okresowymi zmianami wielkosci [Caja 1 Enriquez, 2017]. Naprezenie
Scinajace przejsciowo zwicksza komorkowa zawarto$¢ jonéw wapnia, co z kolei stymuluje
wytwarzanie RFT poprzez zwigkszenie aktywnos$ci cyklu kwasow trikarboksylowych oraz
stymulacje przeptywu elektronow w lancuchu oddechowym. W przypadku PSS btona
mitochondrialna ulega hiperpolaryzacji, co réwniez prowadzi do zwigkszonej produkeji RFT.
Jednoczesnie dochodzi do aktywacji eNOS oraz w przypadku PSS i LSS — do zwigkszenia
poziomu MnSOD (manganowa dysmutaza ponadtlenkowa). Natomiast w przypadku OSS
aktywacji ulega oksydaza NADPH (NOX), dodatkowo zwigkszajaca stres oksydacyjny, bez
indukcji enzymow usuwajacych RFT [Ai 1 wsp., 2008; Scheitlin 1 wsp., 2014; Sorescu i wsp.,
2004].

Reaktywne formy tlenu wytwarzane w mitochondriach $rodbtonka moga odgrywac w
dwojaka role. Z jednej strony sg istotnymi przekaznikami sygnatu, powodujacymi np. rozkurcz
mieg$ni gladkich $cian naczyn i1 obnizenie cis$nienia tetniczego oraz uczestniczacymi w
przekazywaniu bodzcéw pozakomorkowych do mitochondriow. Biorg udzial w regulacji
autofagii, odpowiedzi prozapalnej, odpowiedzi na hipoksje oraz regulacji relaksacji naczyn
krwiono$nych. Z drugiej strony uczestnicza w rozwoju standw patologicznych w uktadzie
sercowo naczyniowym takich jak miazdzyca i nadci$nienie. Jednak podsumowujac, nadmierne
wytwarzanie RFT przez mitochondria jest toksyczne dla komorki powodujac patologiczng
odpowiedz $rodblonka 1 catego narzadu (naczynia) [Caja 1 Enriquez, 2017; Widlansky i
Gutterman, 2011].
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1.2. Sepsa

Pierwsza wspotczesng definicje sepsy — inaczej posocznicy - stworzyl Hugo
Schottmuller w 1914 roku 1 brzmiata ona nast¢pujaco: ,,posocznica jest obecna, jesli rozwingto
si¢ ognisko, z ktérego chorobotworcze bakterie, stale lub okresowo, wnikaja do krwiobiegu w
taki sposob, ze powoduje to subiektywne i obiektywne objawy” [Giil 1 wsp., 2017]. Jest to nagly
przypadek medyczny, opisujacy ogoélnoustrojowa odpowiedz organizmu na proces infekcyjny,
ktory w ostateczno$ci moze prowadzi¢ do niewydolnos$ci wielonarzagdowej i $mierci. Pomimo
znacznego rozwoju w rozumieniu patofizjologii posocznicy oraz postepu medycznego wcigz
pozostaje ona jedng z gtownych przyczyn §miertelnosci wsérdd krytycznie chorych pacjentow
[Kaukonen i wsp., 2014].

Pierwszym etapem rozwoju odpowiedzi immunologicznej jest przylaczenie sie
wzorcow molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMPs) takich jak bakteryjne
endotoksyny i grzybicze B-glukany do specyficznych receptorow rozpoznajacych wzorce na
powierzchni komorek uktadu odpornosciowego. Innym zrddlem takich wzorcoOw moga by¢
struktury molekularne zwigzane z uszkodzeniem (DAMPs) wydzielane przez martwe lub
uszkodzone komorki gospodarza. Przylaczaja si¢ one do receptor6w na powierzchni
makrofagdw i monocytoéw takich jak receptory toll-podobne (TLRs) czy receptory leptyny typu
C. W efekcie nastgpuje uruchomienie kaskad sygnalowych prowadzacych do wytwarzania
cytokin prozapalnych oraz aktywacji kaspaz. Cytokiny prozapalne z kolei powodujg aktywacje
1 proliferacje leukocytow, aktywacje uktadu dopetniacza, wzrost poziomu molekut adhezyjnych
srddblonka i ekspresje chemokin. Taka znacznie nasilona odpowiedz uktadu odpornosciowego
prowadzi do uszkodzenia i $mierci komorek oraz tkanek samego gospodarza [Gyawali 1 wsp.,
2019].

Podstawowym mechanizmem prowadzacym do dysfunkcji tkanek 1 narzadow w sepsie
jest zmniejszona dystrybucja i wykorzystanie przez komorki tlenu w wyniku hipoperfuzji, do
ktorej dochodzi w efekcie zaburzen sercowo-naczyniowych. Kardiomiopatia septyczna jest
zjawiskiem o ostrym poczatku i rozwija si¢ prawdopodobnie w odpowiedzi na krazace cytokiny
prozapalne prowadzacej do zaburzenia funkcji mitochondriow w kardiomiocytach Vieillard-
Baron, 2011]. Ponadto, ze wzgledu na wywotany przez posredniki stanu zapalnego rozkurcz
naczyn krwiono$nych, posocznica wywotuje stan niedoci$nienia i szoku dystrybucyjnego, czyli
ograniczenia dostepu tlenu i1 substancji odzywczych. W konsekwencji hipoperfuzji moze

dochodzi¢ do patologicznie zwigkszonej glikolizy, a co za tym idzie kwasicy mleczanowe;.
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Ponadto reaktywne formy tlenu wytwarzane w odpowiedzi zapalnej poteguja dysfunkcje

mitochondriow i dodatkowo obnizenie stezenia ATP [Gyawali 1 wsp., 2019].

1.2.1. Bakteryjny lipopolisacharyd (LPS) jako czynnik wywotujacy sepse

Bakteryjny lipopolisacharyd jest integralng amfifilowa cze$cig zewnetrznej btony
komorkowej ostony bakterii Gram-ujemnych. Sklada si¢ on z trzech fragmentow:
zakotwiczonego w blonie lipidu A, ktory wilasnie jest odpowiedzialny za toksycznos¢ LPS w
sepsie; zewnetrznego oligosacharydu rdzeniowego oraz O-antygenu, ktory rdzni si¢ pomiedzy
gatunkami bakterii i nadaje specyficzny gatunkowo serotyp. Lipid A i oligosacharyd rdzeniowy
sa niezbedne do przezycia bakterii, natomiast O-antygen moze by¢ nieobecny. Mozemy
wyrdzni¢ gtadki LPS (S-LPS, ang. smooth), gdy wszystkie trzy sktadniki sg na miejscu oraz
szorstki LPS (R-LPS, ang. rought) gdy brakuje O-antygenu [Dickson i Lehmann, 2019].

LPS wywotuje odpowiedZz immunologiczng poprzez przylaczanie si¢ do receptorow
btonowych — u ssakéw najlepiej opisang Sciezka jest zalezna od TLR4 oraz czynnika
réznicowania mieloidalnego 2 (MD-2) [Shimazu 1 wsp., 1999]. Biatko wiazace
lipopolisacharyd w surowicy (LBP) oraz zwigzane z blong CD 14 wspomagaja przytaczanie si¢
LPS do kieszeni hydrofobowej MD-2 poprzez tancuchy kwasow tluszczowych lipidu A.
Dochodzi do uformowania multimeru sktadajacego si¢ z dwoch kompleksow MD-2-TLR4
potaczonych LPS-em [Park i wsp., 2009]. Nast¢puje rekrutacja biatek adaptorowych TIRAP
(biatko adaptorowe zawierajace domene¢ receptora 1 toll-interleukiny) i MYDS88 (biatko
pierwotnej odpowiedzi roznicowania mieloidalnego), ktore aktywuja jadrowy czynnik
transkrypcyjny NF-xB oraz kinazy aktywowane mitogenami (MAPKSs), aktywujac
wytwarzanie cytokin prozapalnych. Kompleks LPS-receptor moze roéwniez ulegac
internalizacji na drodze endocytozy, w ktorej posrednicza klatryna i dynamina i indukowaé
sygnalizacj¢ z wne¢trza endosomu przez drugg parg receptoréw: TRAM (translokowalne biatko
btonowe zwigzane z tancuchem) oraz TRIF (interferon B indukujacy adapter zawierajacy
domeng receptora toll-interleukiny) [Zanoni i wsp., 2011]. Badania pokazuja, ze duzo bardziej
niebezpieczny i silniej aktywujacy odpowiedZ immunologiczng jest wolny LPS w poréwnaniu
do zwigzanego z blong bakterii, dlatego nalezy zachowal szczegdélng ostrozno$¢ przy
stosowaniu antybiotykoterapii u osoéb zakazonych [Lepper 1 wsp., 2002; Moreland i wsp.,

2004].
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1.2.2. Rola $rodblonka naczyniowego w sepsie

Srédbtonek tworzy potprzepuszczalna bariere, regulujaca dwukierunkowy przeptyw
komorek i czasteczek miedzy krwiobiegiem a tkankami tworzacymi i1 otaczajagcymi naczynie
krwionos$ne. Zatem komorki srodbtonka majg bezposredni kontakt z kragzacymi w krwiobiegu
czynnikami fizjologicznymi oraz patogenami, w tym wywolujacymi sepse. Komorki
srédblonka cechuje wysoki stopien niejednorodnosci zaréwno w konteks$cie rodzaju naczynia
jak 1 narzadéw, jednak podczas posocznicy dwie najbardziej wyrazne jego reakcje, czyli
wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej oraz aktywacja uktadu krzepnigcia wydajg si¢ w
znacznym stopniu niezalezne od typu naczynia i jego lokalizacji narzadowej. Ponadto, ze
wzgledu na to, ze $rédblonek stanowi zaréwno zrédlo stanu zapalnego jak i jego cel jest on
tacznikiem miedzy lokalng a ogélnoustrojowa odpowiedzia odpornosciowa [Hack i Zeerleder,
2001]. W odpowiedzi na cytokiny prozapalne krazace we krwi w trakcie zakazenia, drastycznie
wzrasta ekspresja gendw czasteczek adhezyjnych takich jak selektyny, integryny, ICAM-1
(wewnatrzkomorkowa czasteczka adhezyjna) czy VCAM-1 (czasteczka adhezyjna komorek
naczyn 1). Molekuty te umozliwiaja przytaczenie si¢ leukocytoéw do komorek srodblonka i ich
dalszg migracje w glab naczynia 1 do uszkodzonych tkanek [Martinez-Mier 1 wsp., 2000].

Jedna z najpowazniejszych komplikacji u pacjentow z sepsa, bedaca zarazem czgsta
przyczyna ich zgonow jest rozsiane wykrzepianie wewngtrznaczyniowe. Nieznany jest
doktadny mechanizm powstawania tego zjawiska, ale uwaza si¢, ze $srodblonek odgrywa tu
kluczowa rol¢ [Iba i wsp., 2019]. Jednym z sugerowanych mechanizméw jest rozerwanie
warstwy komorek $rdédblonka przez kompleks atakujacy blone (MAC), co dodatkowo nasila
stan zapalny 1 aktywuje szlak mikrozakrzepowy. Aktywacja szlaku mikrozakrzepowego z kolei
posredniczy w agregacji ptytek krwi oraz egzocytozie bardzo duzych multimerow czynnika
Von Willebranda inicjujacych mikrotrombogenezg [Kerr i Richards, 2012]. W warunkach
normalnych takie multimery s3 fragmentowane na nieszkodliwe mniejsze czasteczki przez
dezintegryne i ADAMTS-13 (metaloproteinaze¢ z motywem trombospondyny 13), bialka te sg
jednak inaktywowane podczas dtugotrwatego stanu zapalnego [Studt i wsp., 2005].

Wysoce selektywna bariera srddbtonkowa jest niezbedna do utrzymania homeostazy
ptynéw w tkankach i do wspierania prawidtowego funkcjonowania narzadow. Gltéwnym
problemem, ktoéry dotyczy $rodbtonka w sepsie jest jego zwigkszona przepuszczalnos$¢ lub
wrecz utrata funkcji bariery. Cytokiny prozapalne hamuja $ciezke sygnatowa cAMP/Racl
(cykliczny adenozynomonofosforan/substrat toksyny botulinowej C3 zwigzanej z Ras 1),

aktywujac kinaz¢ Rho i przyczyniajac si¢ do fosforylacji §rodbtonkowej (VE)-kadheryny
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[Alingham 1 wsp., 2007]. Fosforylacja ta powoduje jej oddysocjowanie od p120 kateniny i
skierowanie (VE)-kadheryny na $ciezke endocytozy, co wilasnie jest przyczyna zwickszonej
przepuszczalnosci monowarstwy $rodbtonka naczyniowego [Radeva i Waschke, 2018].
Roéwniez glikokaliks jest krytycznym regulatorem przepuszczalnos$ci bariery srodbtonkowe;.
Wplywa on na funkcje bariery poprzez mechanotransdukcje, a odpowiedz prozapalna
wystepujaca w sepsie powoduje zanik glikokaliksu, co naraza komorki srodblonka na adhezje¢
leukocytow 1 ptytek krwi, dodatkowo nasilajac stan zapalny i aktywujac kaskade krzepnigcia
[Chapell i wsp., 2009; Chelazzi i wsp., 2015].

Podczas sepsy zaktywowane komorki uktadu odpornosciowego uwalniajg reaktywne
formy tlenu, ktérych znaczenie polega na zwalczaniu patogendow. Niestety RFT moga takze
bezposrednio atakowa¢ komorki $rodbtonka naczyniowego, uszkadzajac glikokaliks,
zwigkszajac ekspresj¢ molekul adhezyjnych, powodujac przebudowe cytoszkieletu oraz
aktywujac kinaze p38MAPK, fosfodiesterazy i kinaz¢ biatkowag C [Usatyuk i wsp., 2003].
Wszystko to prowadzi do zwigkszonej przepuszczalno$ci naczyn i spadku cisnienia tetniczego.
Same komorki $rodbtonka rowniez wytwarzaja RFT poprzez kompleks I i III tancucha
oddechowego oraz enzymy z rodziny NOX 1 niesprz¢zong eNOS. W warunkach
fizjologicznych RFT sa niezbgdne do utrzymania prawidlowego napigcia naczyn krwiono$nych
1 angiogenezy, lecz w warunkach sepsy dochodzi do uszkodzenie komorek od wewnatrz
[Craige 1 wsp., 2015]. Istotnym zagrozeniem stajg si¢ tez reaktywne formy azotu, powstajace
na skutek reakcji produkowanego w duzych ilosciach przez s$rodbtonek tlenku azotu z
reaktywnymi formami tlenu. Dochodzi do nitrozylacji biatek i utraty ich funkcji, a zatem do

dysfunkcji komoérek [Dolmatova i wsp., 2020].

1.3. NNMT

N-metylotransferaza nikotynoamidowa (NNMT, EC 2.1.1.1.) jest cytosolowym
enzymem Kkatalizujacym reakcje metylacji nikotynoamidu (NAM) z utworzeniem N!-
metylonikotynoamidu (MNA), z wykorzystaniem S-adenozylometioniny (SAM) jako donora
grup metylowych, [Aksoy 1 wsp., 1994]. NNMT ma takze zdolno$¢ metylacji innych pirydyn,
takich jak chinolina, izochinolina czy 3-acetylopirydyna, tworzac przy tym jony pirydynowe,
lecz znaczenie biologiczne tej funkcji jest nieznany [Alston 1 Abeles, 1988]. NNMT jest
biatkiem stosunkowo mocno zachowanym w toku ewolucji — stopien homologii migdzy

sekwencja ludzka 1 mysig wynosi 85% [Shmeisser i wsp., 2013]. Jedyna znang modyfikacja
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posttranslacyjng NNMT, wplywajacg na jego aktywnos$¢ jest cytrulinizacja, ktora destabilizuje
strukture przestrzenng samego biatka. Reakcja ta katalizowana jest przez deiminazy peptydylo-
argininowe (PADs), przy czym PAD1 i PAD2 powoduja calkowite zahamowanie aktywno$ci
NNMT, a PAD3 i PAD4 tylko cze¢sciowe [Nemmara i wsp., 2018].

Gen NNMT znajduje si¢ na chromosomie 11 i zostal sklonowany w 1994 roku [ Aksoy i
wsp., 1994]. U ludzi sekwencja NNMT jest wysoce polimorficzna. Scharakteryzowano blisko
100 polimorfizmow, z ktérych wigkszo$¢ to polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP).
Dane literaturowe dotyczace wplywu polimorfizmow na aktywno$s¢ NNMT sg niezgodne, co
moze wynika¢ z faktu, ze niektore z nich wystepuja niezwykle rzadko w populacji lub sa
ograniczone tylko do pewnych grup etnicznych. Yan i wsp. [1999] oraz Smith i wsp. [1998]
nie wykryli zadnego zwigzku miedzy polimorfizmami NNMT a jego aktywno$cig w zdrowej
populacji natomiast Saito 1 wsp. [2001] sugeruja, ze niektére polimorfizmy w 5° regionie
flankujacym moga wplywac¢ na wydajnos¢ transkrypcji genu NNMT.

Po raz pierwszy NNMT zostato scharakteryzowany i opisany w publikacji z 1951 roku
przez wloskiego lekarza i naukowca Giulio L. Cantoniego [1951]. Wyizolowat on enzymy z
watroby szczura (badane bylo takze kilka innych zwierzat) i udowodnit, Zze ekstrakt ten
powoduje przemiane nikotynamidu do N'-metylonikotynoamidu w obecno$ci jonéw magnezu
1 trifosforanu adenozyny. Kwas nikotynowy natomiast nie ulegat reakcji w tych warunkach.
Cantoni zasugerowal nazwe metylokinaza nikotynoamidowa. Rola S-Adenozylometioniny
jako uniwersalnego donora grup metylowych nie byla znana w tamtych czasach — zostata ona
odkryta 1 opisana rowniez przez Cantoniego dopiero rok pdzniej [1952].

Najwigksza ekspresje genu NNMT obserwuje si¢ w watrobie, a zrdznicowanie
miedzyosobnicze w zakresie aktywnosci tego enzymu u ludzi jest nawet pieciokrotne [Rini 1
wsp., 1990]. Enzym ten wystgpuje roéwniez w innych narzadach takich jak nerki, mozg, tkanka
tluszczowa, migsnie, ptuca czy serce, a jego aktywno$¢ jest kojarzona z rdznorakimi
zaburzeniami, najczesciej zwigzanymi z wystgpowaniem stanu zapalnego, takimi jak choroba
Parkinsona [Green 1 wsp., 1991], arteroskleroza [Mateuszuk 1 wsp., 2009] czy przewlekta
obturacyjna choroba pluc [Debigare i wsp., 2008]. Wielu autorow opisato podwyzszenie
poziomu NNMT w rdéznych typach nowotworow [Markert i wsp., 2001; Xu i1 wsp., 2003;
Rogers 1 wsp., 2006; Sartini 1 wsp., 2007; Tomida 1 wsp., 2009 i in.] oraz skorelowalo je z
opornos$cig na chemoterapi¢ [Szakacs 1 wsp., 2004].

Najlepiej poznanym dotgd substratem NNMT jest nikotynoamid, prekursor NAD"
(dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego). Metylacja nikotynamidu przez NNMT jest

nicodwracalna i stanowi alternatywng $ciezke dla syntezy NAD". Przez dtugi czas proces ten
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uwazany byt jedynie za sposob usuwania nadmiaru NAM, lecz doniesienia z ostatniej dekady

pokazuja, ze moze mie¢ inny gleboki sens biologiczny [Pissios, 2017].

1.3.1. Rola NNMT w watrobie i tkance thuszczowe;j

Dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy jest koenzymem w ponad 200 reakcjach
oksydoredukcyjnych w komorkach eukariotycznych, a jego metabolizm stanowi potencjalny
cel terapeutyczny w roznych chorobach metabolicznych [Ganji i wsp., 2014]. NAD" jest takze
ko-substratem enzymow rodziny sirtuin czyli deacetylaz zaleznych od NAD' oraz ADP-
rybozylotransferaz, katalizujacych reakcje ADP rybozylacji biatek. Enzymy te sa
zaangazowanych w regulacj¢ metabolizmu glukozy, odpowiedz komoérek na stres, biogeneze
mitochondridw, utlenianie kwaséw thuszczowych, réznicowanie komoérek macierzystych i
wiele innych waznych proceséw komoérkowych [Dang, 2014].

Wsrod bialek nalezacych do sirtuin szczegdlne zainteresowanie wzbudza Sirtuina 1,
ktéra deacetylacje zard6wno histonow jak 1 licznych biatek niehistonowych takich jak p53,
FoxOl czy eNOS modulujgc ich aktywno$¢ [Rahman i Islam, 2011]. Sirtuina 1 reguluje
glukoneogeneze poprzez deacetylacje PGCl1a, czynnika transkrypcyjnego FoxO1 oraz CRTC2
(koaktywator transkrypcji 2 regulowany przez CREB), a takZze hamuje lipogenez¢ i synteze
cholesterolu poprzez deacetylacje Srebp 1 1 2 (biatka wigzace sterolowy element regulatorowy
1 1 2) [Ponugoti 1 wsp., 2010; Rodgers 1 wsp., 2005]. Zwigkszenie aktywnosci sirtuiny 1 ma
zazwyczaj] korzystny wpltyw na profil metaboliczny np. tagodzi konsekwencje indukowane;j
dieta otytosci u gryzoni [Pfluger i wsp., 2008]. Aktywno$¢ sirtuiny 1 jest regulowana zar6wno
przez modyfikacje posttranslacyjne jak i poprzez dostepnos¢ NAD", co sktania ku blizszemu
przyjrzeniu si¢ enzymom regulujgcym synteze NAD™. Jednym z takich enzymow jest NNMT.
Jego zdolno$¢ do metylacji nikotynamidu a tym samym potencjalnego ograniczenia
wytwarzania NAD" a takze wysoka ekspresja genu NNMT w watrobie i tkance ttuszczowej
sprawity, ze stat si¢ interesujacym obiektem badan [Hong i wsp., 2015].

Wiadomo, ze powinowactwo NNMT do nikotynoamidu jest stosunkowo mate (Km 430
uM), zwlaszcza w porownaniu do powinowactwa do NAM fosforybozylotransferazy
nikotynoamidowej (NAMPT) pierwszego i ograniczajacego enzymu szlaku syntezy NAD"
(Km 1 uM) [Aksoy i wsp., 1994; Revollo i wsp., 2004]. Badania pokazuja takze, ze wyciszenie
NNMT w watrobie czy tkance tluszczowej nie powoduje akumulacji nikotynamidu ani nie
wplywa na poziom wewnatrzkomorkowego NAD™' [Hong i wsp., 2015; Kraus i wsp., 2014].
Wszystkie te dane wskazuja, ze wbrew przewidywaniom NNMT nie wptywa bezposrednio na
poziom NAD".
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Hong 1 wsp. w swojej pracy postuluja, ze to nie NNMT bezposrednio ma pozytywny
wplyw na metabolizm, a raczej produkt katalizowanej przez nie reakcji N'-
metylonikotynoamid. Udato im si¢ wykaza¢, ze wzrost poziomu NNMT lub MNA stabilizuje
biatko sirtuiny 1, chronigc je przed degradacja i tym samym zwigkszajac aktywno$¢ tego
enzymu, a to z kolei tagodzi skutki wysokottuszczowej diety u myszy. Natomiast wyciszenie
genu kodujacego NNMT zaburzalo metabolizm glukozy i cholesterolu [2015]. Zhang i wsp.
réwniez wykazali, ze MNA moze aktywowac sirtuing 1 a takze poprawia¢ morfologie watroby,
zmniejszy¢ akumulacje lipidow, obnizy¢ poziom kluczowych enzymow  szlaku
glukoneogenezy oraz poziom glukozy na czczo 1 insuliny w krwi otylych myszy z cukrzyca
typu 11 [2020]. U myszy z wywotanym konkanawaling A zapaleniem watroby zaobserwowano
wzrost aktywnosci NNMT i stezenia MNA w surowicy. Co ciekawe, dodatkowa suplementacja
MNA ztagodzita wywotane preparatem uszkodzenie watroby, obnizajac poziom interleukiny 4
(IL-4) oraz czynnika martwicy nowotwordéw alfa (TNF-a), lecz efektu tego nie obserwowano
po podaniu antagonisty receptora prostacykliny, co sugerowatoby, ze korzystny wptyw MNA
zalezny jest wlasnie od PGI; [Sternak i wsp., 2010; Jakubowski i wsp., 2016].

Poziom MNA jest tez znacznie wyzszy w surowicy krwi pacjentow cierpigcych na
marsko$¢ watroby niz u os6b zdrowych. Po podaniu doustnym nikotynamidu u os6b chorych
obserwowano wyzszy poziom N'-metylonikotynamidu w moczu. Zwiekszone wytwarzanie
MNA w tym wypadku moze by¢ czynnikiem ochronnym przed nadmiarem NAM wynikajagcym
z choroby [Cuomo 1 wsp., 1994; Pumpo 1 wsp., 2001].

Odmienne wyniki mozna znalez¢ natomiast w pracy Komatsu 1 wsp. [2018], ktorzy
stworzyli myszy transgeniczne z nadekspresja genu NNMT, a nastgpnie karmili je
wysokottuszczowa dieta z suplementacja MNA. U tych myszy rozwingto sie sttuszczenie
watroby w nastgpstwie zwiekszonej ekspresji genow posredniczacych w wychwycie kwasow
tluszczowych 1 zmniejszonego wydzielania lipoprotein o bardzo matej gestosci. Autorzy ci
takze jako pierwsi opisali spadek poziomu NAD' w watrobach badanych zwierzat oraz
zmniejszong aktywno$¢ sirtuiny 3.

Z badan Songa 1 wsp. [2020] wynika, ze czynnikiem zaangazowanym we wzrost
poziomu NNMT w watrobie moze by¢ indukcja stresu retikularnego, a w szczegdlnosci $ciezki
PERK-ATF4 (kinaza siateczki §rédplazmatycznej podobna do kinazy biatkowej R aktywujacy
czynnik transkrypcyjny 4) w odpowiedzi na spozywanie alkoholu u myszy. Nadekspresja genu
NNMT prowadzita do alkoholowego sttuszczenia watroby, a jego wyciszenie hamowato rozwoj

tego zaburzenia.
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W odréznieniu od watroby, gdzie rola NNMT jest sporna, w tkance ttuszczowej wydaje
si¢ ona by¢ jednoznacznie negatywna. Zawarto§¢ NNMT koreluje pozytywnie z otyloscig 1
opornoscig na insuling, natomiast zabiegi zwigkszajace wrazliwo$¢ na insuling takie jak
¢wiczenia i operacje bariatryczne znacznie zmniejszaty poziom NNMT w tkance tluszczowej
badanych os6b [Kannt 1 wsp., 2015]. Rowniez u myszy utrzymywanych na diecie
wysokottuszczowej wyciszenie NNMT chronito je przed odkladaniem si¢ triglicerydéw i
poprawiato ich tolerancje na glukoze [Kraus i wsp., 2014]. Poziom MNA w tkance ttuszczowej
takze pozytywnie koreluje zaréwno z insulinoopornos$cig jak i z BMI (wskaznik masy ciata)
[Kannt 1 wsp., 2015; Liu i wsp., 2015].

Kolejnym mechanizmem dziatania NNMT moze by¢ jego wplyw na stosunek S-
Adenozylometioniny do S-Adenozylohomocysteiny (SAH) oraz pule donora grup metylowych.
W badaniach Kraussa i wsp. [2014] wyciszenie NNMT w komorkach tkanki tluszczowe;j
podniosto stosunek SAM do SAH, a takze zwigkszylto globalng metylacj¢ lizyny w pozycji 4
histonu 3 odpowiedzialng za aktywacje transkrypcji. W watrobie jednak sytuacja wyglada nieco
inaczej, poniewaz NNMT nie jest gtowng metylotransferazg w tym narzadzie. Obok niej
aktywnie dziataja tam N-metylotransferaza guanidynooctowa (GAMT), N-metylotransferaza
fosfatydyloetanoloaminowa (PEMT) oraz N-metylotransferaza glicynowa (GNMT) [Mato i
wsp., 2008]. GNMT chroni komoérki watroby przed zmianami SAM — podczas okresow
intensywnego wykorzystywania SAM aktywno$§¢ GNMT maleje 1 vice versa [Mudd 1 wsp.,
2007]. Prawdopodobnie jest to przyczyna tego, ze nie udato si¢ zaobserwowac zmian stosunku
SAM/SAH po wyciszeniu genu NNMT u myszy prawidtowych [Hong i wsp., 2015]. Dopiero u
zwierzat pozbawionych GNMT suplementacja nikotynamidu sprawila, ze mozna bylo

zaobserwowac obnizenie poziomu SAM [Varela-Rey 1 wsp., 2010].

1.3.2. Rola NNMT w stanach zapalnych

Podniesiony poziom NNMT w zaburzeniach zwigzanych z wystepowaniem stanu
zapalnego zaobserwowano juz w latach 90 ubiegtego wieku. Ta zaleznos$¢ nie jest specyficzna
pod wzgledem narzadu czy typu zaburzenia, co sprawia, ze trudno jest ustali¢, czy jest dzietem
przypadku czy tez uniwersalnym mechanizmem zaangazowanym w odpowiedz komodrek na
stres. W swojej publikacji Santiyagu i wsp. [2011] pokazali, ze ekspresja genu kodujacego
NNMT jest znacznie podniesiona w ptucach pacjentow z przewlekta obturacyjna chorobg ptuc
(POChP) w poréwnaniu do os6b zdrowych. NNMT nalezato takze do jednego z o$miu genow,
ktorych ekspresja roznita si¢ ponad 1,8-krotnie migdzy tagodng i umiarkowang postacia
choroby, identyfikujac je tym samym jako potencjalne markery stopnia zaawansowania
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POChP. Inni autorzy pokazali wzrost ekspresji NNMT w przeponie 1 mi¢$niu czworogtowym
uda u pacjentow ze zdiagnozowanym POChP, przy czym obserwowany wzrost w mig¢sniach
konczyn byt duzo wigckszy niz w przeponie. Odwrotnie niz w poprzedniej pracy, autorzy
negatywnie korelowali poziom NNMT ze stopniem zaawansowania POChP, a takze zanikiem
mieg$ni konczyn. RoOwniez w mioblastach zauwazono istotny wzrost poziomu NNMT w
odpowiedzi na traktowanie interleuking 6 (IL-6), transformujacym czynnikiem wzrostu beta
(TGF-B) i TNF-a.. Nadekspresja NNMT w mioblastach zwigkszata znacznie proliferacje i
migracje¢ tych komorek, nie wptywajac ich przezywalno$¢, a takze chronila przed stresem
oksydacyjnym wywolanym nadtlenkiem wodoru. Autorzy ci postuluja, ze wzrost poziomu
NNMT w migéniach badanych pacjentow moze by¢ adaptacyjna odpowiedzig ochronng
organizmu, poprawiajaca miogeneze i stanowigcg ochrong przed reaktywnymi formami tlenu
[Kim i wsp., 2010].

Podwyzszony poziom NNMT obserwowano rowniez u pacjentow z dystrofig
mig$niowa oraz w modelu mysim dystrofii Duchenna (Mdx). Wykazano, Zze suplementacja
prekursora rybozydu nikotynamidu, ktory jest prekursorem NAD" zapobiega starzeniu sie
komorek satelitowych migéni szkieletowych u myszy z dystrofiag mi¢$niowa [Zhang i wsp.,
2016]. Zahamowanie aktywnosci enzymatycznej NNMT przy pomocy inhibitora u myszy
starych (24-miesigcznych) po uszkodzeniu mig$nia zwigkszato proliferacje komorek
satelitowych i poprawialo regeneracje witdkien migsniowych, co przektadato si¢ nie tylko na
ich wzrost mig$ni, ale tez na poprawe ich kurczliwosci. Podobne wyniki uzyskano na
mioblastach linii C2C12, gdzie zahamowanie NNMT promowato 1 wzmocnito réznicowanie
komorek, a towarzyszyly temu zmiany w komoérkowym NAD/NADH (dinukleotyd
nikotynoamidoadeninowy) stanie redox [Neelakantan i wsp., 2019].

Pomimo tego, ze ekspresja genu NNMT w mozgu jest stosunkowo niska, udziat tego
biatka w przebiegu chorob osrodkowego uktadu nerwowego jest brany pod uwage.
Podwyzszony poziom NNMT obserwowano w mozdzkach pacjentow, ktdrzy zmarli z powodu
choroby Parkinsona. Autorzy podejrzewali, ze NNMT moze obniza¢ aktywnos$¢ kompleksu I u
tych pacjentow na dwa sposoby — obnizajac pule nikotynamidu potrzebnego do syntezy NAD™
oraz powodujac wzrost metylacji tetrahydroizochinoliny czy beta-karboliny, ktore sa
endogennymi neurotoksynami 1 potencjalnymi inhibitorami kompleksu 1 tancucha
oddechowego [Parsons i wsp. 2002; Parsons i wsp., 2003]. W 2016 roku ten sam zespot
potwierdzit zdolno§¢ NNMT do katalizowania metylacji endogennej beta-karboliny —
(norhamanu) w warunkach in vitro, co jednak miato pozytywny wplyw na przezywalnos¢

komorek z racji mniej toksycznego efektu metabolitu takiej reakcji — N-metylonorhamanu w
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poréwnaniu do swego prekursora [Thomas 1 wsp., 2016]. Dodatkowo, autorzy przeprowadzili
nadekspresje NNMT w linii SH-SYS5Y (komorki ludzkiej neuroblastoma), ktéra naturalnie nie
ma tego enzymu, zauwazajac istotny wzrost przezywalnosci komorek i wytwarzanie ATP takze
w odpowiedzi na inkubacje z inhibitorami kompleksu I. Podobny efekt protekcyjny miata
inkubacja z Ni-metylonikotynamidem [Parsons i wsp., 2015; Thomas i wsp., 2016]. Wedtug
tych autorow MNA chroni podjednostke NDUFS3 kompleksu I przed degradacja, majac tym
samym mitoprotekcyjny efekt [Parsons i wsp., 2011]. Nadekspresja NNMT powodowata
znaczgce zwiekszenie poziomu sirtuin 1, 2 1 3. Wyciszenie sirtuiny 3 natomiast istotnie obnizato
aktywno$¢ kompleksu I 1 poziom ATP w komorkach, co §wiadczy z kolei o tym, ze wlasnie

ona posredniczy w aktywowaniu kompleksu I przez NNMT [Liu i wsp., 2015].

1.3.3. NNMT a nowotwory

Komorki nowotworowe charakteryzuja si¢ zmienionym metabolizmem. Jest to efektem
mutacji gendw kodujacych enzymy kluczowych szlakow metabolicznych, co przektada si¢ na
ekspresje onkogendéw i supresoréw nowotworow [Wellen i Thompson, 2012]. Nie wykryto
dotychczas mutacji NNMT w komorkach nowotworowych, natomiast liczne badania
transkryptomiczne, pokazuja wzrost poziomu mRNA kodujacego NNMT w réznych ich
typach. Rowniez poziom biatka NNMT jest podniesiony niemal we wszystkich badanych
nowotworach, z wyjatkiem raka watrobowokomorkowego [Kim 1 wsp., 2009].

Wzmozona aktywno$s¢ NNMT jest lagczona z agresywnoscig i progresja choroby
nowotworowej niezaleznie od narzadu, ktérego dotyka. Obnizenie ekspresji NNMT hamowato
proliferacje 1 migracj¢ komorek linii 253)J nowotworu pecherza moczowego oraz raka
ptaskonablonkowego jamy ustnej [Pozii i wsp., 2013; Wu 1 wsp., 2008], a takze obnizato
zdolnos¢ do tworzenia przerzutow komorek raka jasnokomoérkowego nerek na $ciezce zaleznej
od MMP-2 (metaloproteinazy 2) oraz PI3K/Akt (kinazy 3-fosfoinozytolowe;j i kinazy biatkowe;j
Akt) [Tang i wsp., 2011]. W komorkach raka ptaskonabtonkowego przetyku wyciszenie NNMT
rowniez hamowato migracje komorek a takze zmniejszato ich przezywalno$¢ indukujac
apoptoze oraz zatrzymanie cyklu komérkowego na $ciezce zaleznej od szlaku sygnalizacyjnego
biatek Wnt/B-kateniny [Cui i wsp., 2019]. Nadekspresja NNMT skorelowana jest z progresja
nowotworu, podniesionym poziomem p53 oraz wzmozong fosforylacja kinazy biatkowej Akt 1
wskazuje na zte rokowanie u chorych na raka endometrium o wysokim stopniu ztosliwosci

[Akar i wsp., 2019]. U pacjentek cierpiacych na nowotwor piersi poziom NNMT jest rowniez
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negatywnie skorelowany z przezywalnoscig 1 koreluje z opornoscig na chemoterapie w wyniku
stabilizacji biatka sirtuiny 1 [Wang i wsp., 2019].

Ulanovskaya i wsp. [2013] wykazali, ze wzrost poziomu NNMT w nowotworach
pociaga za sobg obnizenie puli S-Adenozylometioniny. To zmniejsza metylacje histonow oraz
biatek niehistonowych tym samym wptywajac na profil ekspresji genow. Autorzy Ci
obserwowali globalny spadek metylacji lizyny w pozycjach 9 oraz 27 w czasteczce histonu 3,
powiazanych z represja transkrypcji, a takze wzrost poziomu niektérych biatek bedacych
onkogenami, natomiast wyciszenie genu NNMT dawato przeciwstawne skutki. Podobne efekty
opisano dla fibroblastow zwigzanych z nowotworem (CAF), dodatkowo ustalajac, ze NNMT
jest niezbednym i1 wystarczajacym czynnikiem do ich réznicowania i progresji nowotworu, co
czyni je potencjalnym celem terapii [Eckert i wsp., 2019]. Inni badacze wykazali, ze aktywno$¢
NNMT zapobiega metylacji, a tym samym aktywacji PP2A (biatkowej fosfatazy 2A) poprzez
zmniejszenie puli SAM. Wyciszenie NNMT zwigksza metylacje¢ PP2A, co skutkuje
zahamowaniem onkogennych kinaz serynowo/treoninowych [Kamalakannan i wsp., 2016].
NNMT réwniez moze negatywnie regulowac proces autofagii w komoérkach nowotworowych
poprzez posredni wplyw na metylacj¢ PP2A i fosforylacje ULK1 (kinaza aktywujaca autofagie
podobna do Unc-51 1) [Shin i wsp., 2018]. Powyzsze wyniki wyraznie wskazuja na udzial
NNMT w procesie nowotworzenia oraz przezywalnosci komorek, lecz mechanizmy

zaangazowane w to zjawisko wcigz pozostajg niejasne.

1.3.4. Rola NNMT w $rodblonku naczyn krwiono$nych

Istnieje niewiele doniesien opisujacych role NNMT w $rodbtonku, jednak te, ktore
mozna znalez¢ szczegdlne znaczenie przypisuja produktowi katalizowanej reakcji (MNA) jako
czynnikowi ochronnemu dla ukladu sercowo-naczyniowego. Dysfunkcja $rdédbtonka
przyczynia si¢ do rozwoju zagrazajacych zyciu zaburzen ze strony ukladu sercowo
naczyniowego w tym miazdzycy. Jednym z gléwnych powodoéw tego jest zaburzone
wydzielanie tlenku azotu [Kazmierczak 1 wsp., 2008]. U szczuréow z farmakologicznie
wywotang cukrzycg suplementacja MNA obnizata peroksydacje lipidow, karbonylacje bialtek
oraz zapobiegla za posrednictwem tlenku azotu zaleznemu od $rodblonka skurczowi aorty
[Watata i wsp., 2009]. MNA moze zwigksza¢ stosunek tyrozyny do fenyloalaniny (Tyr/Phe) w
srodbtonku myszy, bedacy naturalnym wskaznikiem niedoboru kofaktora eNOS — BH4
(tetrahydrobiopteryna). Obnizona warto$¢ tego stosunku moze $wiadczy¢ o rozprzeganiu

eNOS, a tym samym zmniejszonym wytwarzaniu NO, powstawaniu reaktywnych form tlenu
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1 dysfunkcji §rédblonka. Jest to wiec jeden z potencjalnych mechanizmow, na drodze ktérych
N'-metylonikotynoamid moze wptywa¢ na produkcje tlenku azotu [Ryguta i wsp., 2015].

Udowodniono réwniez, ze podawanie MNA stymuluje wytwarzanie prostacykliny 2
[Nejabati 1 wsp., 2017]. MNA hamuje zakrzepice zalezng od ptytek krwi in vivo poprzez
mechanizm obejmujacy cyklooksygenaze 2 (COX-2) 1 prostacykline 2 [Chtopicki i wsp., 2007].
Na $ciezce zaleznej od PGI2, MNA takze poprawia wydolno$¢ wysitkowa u myszy z cukrzyca
zmniejszajac leukocytozg [Przyborowski i wsp., 2015].

Zaskakujace wyniki dotyczace stosowania egzogennego Ni-metylonikotynamidu w
leczeniu pacjentéw z chorobami skory takimi jak ostra krétkotrwata egzema oraz oparzeniami
I stopnia uzyskali Gebicki i wsp [2003]. Nanoszenie MNA w postaci zelu na miejsca dotknigte
chorobg okazato si¢ by¢ skuteczne w jej leczeniu. U wszystkich pacjentow z oparzeniami
zaobserwowano pozytywne efekty terapeutyczne polegajace na szybkim ustgpieniu objawow
zapalenia w ciggu pierwszych dni leczenia. Znacznie przy$pieszony proces gojenia ran wigzany
jest z wptywem MNA na angiogeneze, a takze zdolno$cig do zmniejszania adhezji komorek i
czasteczek prozapalnych do powierzchni srédbtonka naczyniowego.

MNA ma takze swoj udziat w regulacji osi renina-angiotensyna oraz obnizeniu poziomu
ADMA (asymetrycznej dimetyloargininy) — naturalnie wystgpujacego w krwiobiegu analogu
L-argininy, powstajacego wskutek degradacji biatek metylowanych, ktérego podniesiony
poziom hamuje syntez¢ tlenku azotu [Najebati 1 wsp., 2017; Sibal i wsp., 2010]. Renina
katalizuje przemian¢ angiotensynogenu do angiotensyny I (Ang I), a ta z kolei moze byc¢
przemieniona do angiotensyny II (Angll) przez konwertaz¢ angiotensyny (ACE). Hormon ten
wywoluyje silny skurcz miegsni gtadkich drobnych naczyn krwiono$nych, podnoszac tym samym
ci$nienie krwi. Angiotensyna Il moze by¢ przemieniona w angiotensyne 1-7 (Ang 1-7), majaca
z kolei dzialanie relaksacyjne w naczyniach krwionosnych, a enzym, ktory posredniczy temu
to konwertaza angiotensyny 2 (ACE2) [Najebati i wsp., 2017]. U myszy z fenotypem
miazdzycowym (ApoE/LDLR™) wykazano, ze suplementacja MNA znaczaco obniza poziom
angiotensyny Il oraz zwigksza stosunek L-argininy do ADMA. MNA takze aktywowat §ciezke
ACE2/Ang(1-7) i hamowat ACE/Angll, dziatajac podobnie do znanego leku z grupy
inhibitorow konwertazy angiotensyny — perindoprilu [Bar i wsp., 2017]. Zgodnie z
doniesieniami Jianga i wsp. natomiast, sposéb w ktéry MNA kontroluje poziom ADMA moze
kry¢ si¢ w zmianie stopnia metylacji dimetyloaminohydrolazy dimetyloargininy (DDAM),
bedacej enzymem metabolizujagcym ADMA [2016].

A zatem biologiczne efekty MNA sg w znacznym stopniu poznane i udzial NNMT w

fizjologii naczyn krwiono$nych jest nieckwestionowany. Nie jest jednak jasne, czy w obecnos$ci
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czynnikéw prozapalnych 1 wywolujacych stres komoérkowy dochodzi do zwigkszenia
ilosci/aktywnosci NNMT w komorkach srodbtonka, a jezeli tak to czy zmiana ta jest
skorelowana ze zmianami metabolicznymi komoérek, w tym z metabolizmem energetycznym.
W niniejszej rozprawie komoérki aorty czlowieka byly traktowane LPS czynnikiem
prozapalnym szeroko badanym w kontek$cie zaburzen srodblonkowych, ale nie wigzanym
dotychczas z aktywno$cia NNMT. Badany byt wplyw lipopolisacharydu na metabolizm
energetyczny komorek $rodbtonka i mozliwos¢ wpltywania na potencjalne zmiany poprzez

modyfikowanie poziomu NNMT.
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2. ZAL.OZENIA I CEL PRACY

Literatura naukowa dostarcza wielu informacji dotyczacych wptywu LPS na
funkcjonowanie srodbtonka naczyniowego szczegdlnie w konteks$cie rozwoju stanu zapalnego
oraz zmian patologicznych bedacych jego konsekwencja. Natomiast zrozumienie podstaw
biochemicznych odpowiedzi na LPS, zwlaszcza w obszarze metabolizmu energetycznego
komorek wymaga dodatkowych wyjasnien. Ponadto, wczesniejsze obserwacje opublikowane
przez innych autoréw [Kim 1 wsp., 2010; Santiyagu i wsp. 2011] oraz wstgpne wyniki badan
wykonanych w Pracowni Metabolizmu Komorki wskazuja, ze traktowanie komorek
srodbtonka réznymi czynnikami stresogennymi [Dymkowska i wsp., 2020] prowadzi do
zwigkszenia ilosci biatka NNMT. Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie hipotezy, ze
podobny efekt uzyska si¢ w komorkach HAEC traktowanych LPS w sposob na tyle tagodny,
ze nie wplywajacy na ich przezywalno$¢, co moze pozwoli¢ na S$ledzenie procesow
adaptacyjnych, niezaburzonych przez aktywacje¢ proceséw prowadzacych do $§mierci komorek.
W zaplanowanych badaniach uwaga zostata skupiona na wskazaniu zmian metabolizmu
komorek traktowanych LPS, ze szczegélnym, ale nie wylacznym uwzglednieniem
metabolizmu mitochondriow oraz przedstawieniu obserwowanych efektow na tle
spodziewanych zmian ilo$ci/aktywnosci NNMT w komorkach. W celu wykonania tego planu
przeprowadzone badania byly skoncentrowane wokot trzech zadan:

1. Opisanie skutkow metabolicznych ~ traktowania ~ komorek HAEC
lipopolisacharydem, optymalizacja warunkow do$§wiadczalnych oraz ustalenie jaki
jest wptyw LPS na ilos$¢ biatka NNMT w komorkach.

2. Ustalenie zwigzku miedzy obecnoscig biatka NNMT a aktywnoscia metaboliczng
komoérek HAEC traktowanych LPS, ze szczegdlnym uwzglednieniem bioenergetyki
komorki.

3. Zbadanie czy wyciszenie genu kodujacego NNMT ma wplyw na inne procesy
komorkowe niezwigzane bezposrednio z metabolizmem energetycznym, a zatem
ocenienie uniwersalnosci wezesniejszych obserwacji uzyskanych w czasie realizacji

pkt.2.

32



3. METODOLOGIA

3.1. Hodowla komodrek

Komorki pierwotne $rodbtonka aorty cztowieka HAEC (Lonza) pochodzity od trzech
réznych dawcow pici meskiej o podobnym wieku. Hodowle prowadzono w pozywce EGM-2
zawierajace] glukoze w stezeniu 1 g/l (Lonza) wzbogaconej: kwasem askorbinowym,
hydrokortyzonem, 2% ptodowa surowica bydleca, gentamycyng, czynnikiem wzrostu
srodbtonka naczyniowego (VEGF), rekombinowanym ludzkim czynnikiem wzrostu naskorka
(rh-FGF), rekombinowanym analogiem insulinopodobnego czynnika wzrostu (R3-IGF) oraz
ludzkim czynnikiem wzrostu srédbtonka (hEGF).

Znajdujace si¢ w probéwkach zamrozone komorki rozmrazano w tazni wodnej (37°C),
a nastgpnie przenoszono do probowek typu Falcon zawierajacych 19 ml pozywki hodowlanej,
zawieszano i rozdzielano na dwie szalki o $rednicy 10 cm. Po uptywie 5 godzin, gdy komorki
przywarly do podtoza, wymieniano pozywke na $wiezg. Komorki hodowano w inkubatorze
utrzymujac temperature 37°C, 5% stezenie CO2 oraz 95% wilgotnos$ci powietrza. Pasaze
przeprowadzano przy 60% konfluencji. W tym celu usuwano z szalki pozywke, przemywano
ja 8 ml sterylnego PBS (wodny roztwor soli fizjologicznej buforowany fosforanem) bez jonow
wapnia i magnezu, a po jego usunieciu podawano 2 ml roztworu 0,05% trypsyny w EDTA. Tak
przygotowang szalke inkubowano w temperaturze 37°C przez 3 minuty, po czym ogladano pod
mikroskopem by sprawdzi¢ stopien odklejenia si¢ komorek. Nastepnie dodawano po 4 ml PBS
Z jonami wapnia 1 magnezu, uzupetnionego 5% FBS w celu inaktywacji trypsyny. Zawiesing
komorek przenoszono do probowek typu Falcon 1 wirowano przez 3 minuty przy 200 x g. Ptyn
znad osadu usuwano, a osad komorek zawieszano w porcji §wiezej pozywki, po czym
wysiewano rownomiernie na szalki. Wszystkie odczynniki dodawane do komoérek ogrzewano
wcezesniej do 37°C w tazni wodne;.

Czes$¢ komorek z pierwszego lub drugiego pasazu (liczac od rozmrozenia oryginalne;j
fiolki, otrzymanej od dostawcy) ponownie zamrazano jako zapas do wykorzystania w
pézniejszym czasie. W tym celu osad uzyskany po wirowaniu zawieszano w §wiezej pozywce
hodowlanej z dodatkiem 10% FBS (ptodowa surowica bydleca) i 10% DMSO, a nastepnie
zawiesing przenoszono do probowek przystosowanych do zamrazania, umieszczano w
schtodzonym pojemniku i przenoszono do zamrazarki o temperaturze -80°C. Po pi¢ciu dniach

probowki z komérkami przenoszono do zbiornika z cieklym azotem (-196°C).
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3.2. Model doswiadczalny

Komorki HAEC hodowano do uzyskania catkowitej konfluencji na szalkach, ktorych
wielko$¢ dostosowana byta do planowanego doswiadczenia. Komorki traktowano LPS
(bakteryjny lipopolisacharyd z Escherichia coli O111:B4, List Biological, #421) podawanym
w stezeniu 100 ng/ml LPS przez 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6 lub 24 godziny.

3.3. Wyciszanie genu NVNMT metoda si-RNA (male interferujace RNA)

W dniu poprzedzajacym procedur¢ wyciszania komorki pasazowano i wysiewano w
taki sposob, by nastepnego dnia monowarstwa osiggata 100% konfluencj¢. Nastgpnego dnia
przygotowywano mieszaning zawierajaca 4 pl odczynnika JetPrime (Polyplus), 200 pl
buforowanego roztworu do wyciszania, 0,6 ul odpowiednie si-RNA — scrambled (Ambion,
#4390847) lub specyficznego dla NNMT (Ambion, #4390826) oraz 1,8 ml pozywki
hodowlanej 1 inkubowano jg przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Tak wzbogacong
pozywke podawano do szalek z komoérkami i umieszczano je na 24 godziny w inkubatorze.
Nastegpnie usuwano pozywke zawierajaca si-RNA, wymieniano na $wieza (juz bez dodatku
odczynnikow do wyciszania genu) 1 inkubowano przez nastepne 24 godziny. Tak przygotowane
komorki byly wykorzystywane do dalszych doswiadczen. Efektywno$¢ wyciszania genu

kodujacego NNMT oceniano przy pomocy metody Western Blot.

3.4. Wykrywanie bialek metoda Western Blot

3.4.1. Otrzymywanie lizatow komorkowych

Do doswiadczen wykorzystywano komorki rosnace na szalkach o $rednicy 6 cm. Po
umieszczeniu szalek na lodzie usuwano pozywke i monowarstwe¢ komorek przemywano 2 ml
PBS o temperaturze 4°C. Po usunigciu PBS do kazdej szalki podawano 120 pl zimnego
roztworu do lizy (Cell Signaling) z dodatkiem inhibitoréw proteaz (Roshe). Nastgpnie komorki
zeskrobywano 1 uzyskang zawiesing przenoszono do probowek typu Eppendorf umieszczonych
w tazni lodowej. Zawiesing kilkukrotnie wciggano do koncdéwki pipety automatycznej na 1 ml
a nastgpnie dziesigciokrotnie przeciggano przez igle do strzykawki tuberkulinowej. Préobki
pozostawiano na lodzie na 20 minut, a nastgpnie wirowano w temperaturze 4°C, przez 20 minut
przy 15000 x g. Supernatanty przenoszono do nowych zimnych prébdéwek typu Eppendorf, a
osad odrzucano. Malg porcje supernatantu pobierano w celu zmierzenia stezenia biatka i

przechowywano w -20°C, a do pozostatej czesci dodawano roztwor Laemmliego 4X (4% SDS
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(dodecylosiarczan sodu); 10% 2-merkaptoetanol; 20% glicerol; 0,004% bitekit bromofenolowy;
0,125 M Tris-HCI) po czym umieszczano na 5 minut w fazni wodnej o temperaturze 95°C. Po

schtodzeniu proby przechowywano w -20°C.

3.4.2. Przygotowanie zeli poliakrylamidowych

W zalezno$ci od mas czasteczkowych badanych bialek (a zatem ich ruchliwosci
elektroforetycznej) przygotowywano zele poliakrylamidowe o odpowiednio dobranej
zawartosci akrylamidu: 10%; 12% lub 15%. oraz 5% zel zaggszczajacy. Dokladny sktad Zeli

umieszczono w tabeli 1.1.

Tabela 3.1. Sklad Zelu rozdzielajacego oraz zageszczajacego. Dane podane w ml na jedna porcje Zelu

Woda 40 33 23  Woda 2,1
Akrylamid 33 40 50 Akrylamid 0,5
Tris 1,5M; pH 8,8 25 25 25 Tris 1M; pH 6,8 0,38
10% SDS 01 01 01 10% SDS 0,03
10% APS 01 01 01 10% APS 0,03
Temed 0,004 0,004 0,004  Temed 0,003

3.4.3. Elektroforeza SDS-PAGE

Przechowywane probki rozmrazano i starannie wytrzasano. Na zel naktadano po 30 pg
biatka na kazda $ciezke oraz w osobnych studzienkach po 5 pl barwnego wzorca mas. Do
aparatu wlewano bufor do elektroforezy o sktadzie 25 mM Tris; 192 mM glicyna; 0,1% SDS;
pH 8,3 doprowadzone za pomocg HCI, a nastepnie przeprowadzono elektroforeze przy statym

napieciu 120 V do momentu, az obserwowano satysfakcjonujacy rozdzial wzorca mas.

3.4.4. Transfer biatek na btong¢ z polifluorku winylidenu (PVDF)

Btong (Amersham) przyci¢ta do odpowiednich rozmiarow, aktywowano przez 20 s w
metanolu, a nastepnie zanurzono na 5 minut wraz z bibutg i gabkami w buforze do transferu
(25 mM Tris; 192 mM glicyna; 10% metanol). W kasecie do transferu umieszczono kolejno:
gabke, bibulg, zel, btong, bibule, gabke. Tak przygotowana kaset¢ umieszczono w aparacie do
elektrotransferu, uzupetniano bufor do odpowiedniej objetosci i przez 1,5 godziny prowadzono

transfer przy stalym natezeniu 350 mA.
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3.4.5. Wizualizacja biatek na blonie

Btony blokowano przez 60 minut w 10 ml roztworu 5% odttuszczonego mleka w TBS-
T (10 mM Tris-HCI, pH 7,4; woda destylowana; Tween-20). Nastepnie plukano trzykrotnie po
5 minut w TBS-T i umieszczano w szklanych rurkach zawierajagcych 2 ml roztworu
odpowiedniego przeciwciala pierwszorzedowego rozpuszczonego w TBS-T z dodatkiem 5%
albuminy lub 5% mleka. Lista przeciwciatl pierwszorzgdowych znajduje si¢ w tabeli 1.2.
Inkubacja z przeciwcialem pierwszorzgdowym trwata 24 godziny w 4°C przy statym mieszaniu
na rolkach. Po trzykrotnym przemyciu bton TBS-T (po 5 minut kazde) blony umieszczano w 4
ml roztworu odpowiedniego przeciwciata drugorzegdowego anty-mysz lub anty-krolik firmy
Abcam - sprzgzonego z peroksydaza chrzanowa, rozcienczonego w stosunku 1:5000 w TBS-T
z dodatkiem 5% odtluszczonego mleka. W przypadku wykrywania beta-aktyny inkubacja z
przeciwcialem drugorzgdowym nie byla konieczna, a zatem po odmyciu przeciwciata
pierwszorzedowego btona byta gotowa do skanowania.

Inkubacj¢ z przeciwcialami drugorzgdowymi prowadzono przez 1 godzing w
temperaturze pokojowej, po czym blone przemywano trzy razy po 5 minut TBS-T. Wszystkie
powyzsze czynno$ci wykonywano na kotysce laboratoryjne;.

Na tak przygotowane btony nanoszono $wiattoczuty odczynnik Luminata Clasico
(Merck Milipore), a po uptywie 5 minut skanowano w urzadzeniu Fusion w celu wizualizacji
prazkéow. Otrzymane obrazy opracowywano w programie BiolD w celu analizy

densytometrycznej prazkow.

Tabela 3.2. Lista uzytych przeciwcial pierwszorzedowych

ACC 3662 Cell Signaling 1:1000 5% BSA
ACC p(Ser™) 3676 Cell Signaling 1:1000 5% BSA
AMPK 2532 Cell Signaling 1:1000 5% BSA
AMPK p(Thr!7?) 2531 Cell Signaling 1:2000 5% BSA
ATF4 10835-1-AP  Proteintech 1:1000 5% BSA
ATG3 3415 Cell Signaling 1:1000 5% BSA
ATG16L 8089 Cell Signaling 1:1000 5% BSA
Beklina 1 3495 Cell Signaling 1:1000 5% BSA
Cox2 sc-19999 SantaCruz 1:200 5% BSA
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Cu/Zn-SOD
elF2a

elF2a. p(Ser’?)
eNOS

eNOS p(Ser''”")
Fis

Grp78

Histone H3

Di/Tri-Methyl-Histone H3

(Lys®)
HO-1
ICAM-1

MAP LC3-II o/

Minl
Mn-SOD
NNMT

Nrf2

Nrf2 p(Ser®?)
OPA1
PP2A-C a/b

PP2A-C a/b methyl(Leu’®)

SQSTM/p62
VCAM-1

B-aktyna

sc-11407
Sc-133132
3597

9572

9571
Sc-376447
Ab21685
14269

5327

Sc-136960
sc-8439
Sc-398822
14739
611581
sc-376048
Sc-365949
ab75026
80471
Sc-80665

MAS5-18072

5114
sc-13160
A3854

SantaCruz
SantaCruz
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
SantaCruz
Abcam

Cell Signaling

Cell Signaling

SantaCruz
SantaCruz
SantaCruz

Cell Signaling

BD Transd. Lab.

SantaCruz
SantaCruz
Abcam

Cell Signaling
SantaCruz
Thermo Fisher
Scientific

Cell Signaling
SantaCruz

Sigma-Aldrich

3.4.6. Usuwanie przeciwciat z btony PVDF (,,stripping”)

1:1000
1:200

1:1000
1:1000
1:1000
1:500

1:1000
1:2000

1:1000

1:200
1:500
1:500
1:1000
1:4000
1:500
1:200
1:5000
1:1000
1:1000

1:1000

1:1000
1:500
1:50000

5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA

5% BSA

5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% BSA
5% mleko
5% BSA
5% BSA

5% BSA

5% BSA
5% mleko
5% mleko

W celu usunigcia przeciwciat z btony 1 ponownego jej uzycia do wizualizacji innych

biatek btony inkubowano przez 30 minut w 40 ml buforu do ,,strippingu” (0,5 M Tris-HCI, pH

6,8; 10% SDS; beta-merkaptoetanol; woda destylowana) w tazni wodnej o temperaturze 55°C,

z cigglym mieszaniem. Nastepnie kazda blone ptukano przez 5 minut w 40 ml wody
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dejonizowanej o temperaturze 55°C, po czym blony przenoszono na kotyske laboratoryjng i
ptukano roztworem TBS-T sze$¢ razy po 5 minut. W kolejnym kroku btony blokowano przez
godzing w 5% roztworze odtluszczonego mleka w TBS-T oraz przemywano trzykrotnie po 5

minut TBS-T. Tak przygotowane blony przechowywano w TBS-T w temperaturze 4°C.

3.5. Oznaczanie ste¢zenia bialka w probach

3.5.1. Oznaczanie stezenia biatka metodg Bradforda

Przygotowywano krzywa wzorcowa do oznaczania st¢zenia biatka. W tym celu do
jednorazowych kuwet spektrofotometrycznych podawano po 0; 0,5; 1,5; 2,5; 3,5; 5; 7,5 lub 10
ul roztworu albuminy o stezeniu 2 mg/ml i uzupelniong woda dejonizowang do objetosci 1,2
ml, a nastepnie dodano po 300 pl odczynnika Bradforda (Bio-Rad) (kazda probe wykonywano
w dwodch powtorzeniach). Po 10 minutach mierzono absorbancje¢ prob wobec proby zero (300
ul odczynnika Bradforda, 1,2 ml wody) przy dtugosci fali 595 nm. Obliczano $rednie z dwoch
prob dla danego stezenia 1 wykreslano krzywa zalezno$ci absorbancji od st¢zenia bialka.

W celu oznaczenia zawartosci biatka w probach, do jednorazowych kuwet
spektrofotometrycznych odmierzano po 1197 pl wody destylowanej, 3 pl rozmrozonej i
zwirowanej proby 1 300 pl odczynnika Bradforda (kazda w dwoéch powtdrzeniach). Po 10
minutach zmierzono absorbancj¢ prob wobec proby zero (300 pl odczynnika Bradforda, 1,2 ml
wody) przy dtugosci fali 595 nm. Absorbancje dla dwoch powtdrzen usredniano, a nastgpnie

odczytywano zawarto$¢ biatka w probie z postugujac si¢ krzywa wzorcowa.

3.5.2. Oznaczanie stgzenia biatka metoda Lowry’ego

Pomiar przeprowadzano na ptytce 96-dotkowej. Do kazdego dotka pipetowano
odpowiednig objetos¢ badanej proby i1 uzupetniano woda dejonizowang do 40 pl. Nastgpnie
dodawano po 200 pl roztworu zawierajgcego roztwor I (2% winianu sodowo-potasowego) i
RIIE (1% roztwor CuS0O4, 2% Na2C03 w 0,1 M NaOH) w proporcji 98:2, wytrzasano przez 30
sekund 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po uptywie tego czasu
dodawano po 20 pl odczynnika Folina-Ciocalteu, ponownie wytrzasano przez 30 sekund i
inkubowano w temperaturze pokojowej 30 minut. W tak przygotowanych probach mierzono
absorbancj¢ przy dtugosci fali 660 nm przy uzyciu czytnika ptytek Tekan Infinite M1000 Pro.

Przy kazdym pomiarze wykonywano krzywa wzorcowg przy uzyciu kolejnych rozcienczen
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standardowego roztworu albuminy z surowicy bydlecej o wyjsciowym stezeniu 2 mg/ml.

Zawarto$¢ biatka w badanej probie odczytywano z krzywej wzorcowej.

3.6. Pomiar masy mitochondrialnej

Komoérki rosngce na ptytce 24-dotkowej inkubowano z sondg Mitotracker Green
(Molecular Probes) rozpuszczong w pozywce hodowlanej w stosunku 1:10000 w 37°C przez
20 minut. Sonda ta emituje fluorescencje¢ dopiero gdy znajdzie si¢ w lipidowym s$rodowisku
mitochondridw, gdzie akumuluje si¢ niezaleznie od potencjatu transblonowego [Agnello i wsp.,
2008]. Ptytke przemywano dwukrotnie medium oraz trzykrotnie PBS z jonami wapnia i
magnezu w temperaturze 37°C. Pomiar prowadzono w takim samym PBS z dodatkiem 1 uM
pirogronianu i 5 uM glukozy, ogrzanym do temperatury 37°C. Mierzono fluorescencj¢ sondy
przy wzbudzaniu $wiattem o dlugosci 490 nm 1 odczycie emisji o dtugosci fali 530 nm
postugujac si¢ czytnikiem Tecan Infinite M1000 Pro. Nastepnie po usunigciu cieczy 1 osuszeniu
ptytki do kazdego dotka podawano 300 pl 0,5 M NaOH w celu rozpuszczenia komorek do

wyznaczenia ilo$ci biatka.

3.7. Wykrywanie reaktywnych form tlenu (RFT)

Wszystkie pomiary przeprowadzano na konfluentnych komorkach rosnacych na 12-
dotkowych ptytkach przy uzyciu czytnika pltytek Tekan Infinite M1000 Pro. Po skonczonych
pomiarach ptytke osuszano i komorki rozpuszczano w 0,5 M NaOH, oznaczano biatko 1
normalizowano wyniki pomiarow fluorescencji. W celu otrzymania pelnego obrazu, poziom
RFT mierzono przy pomocy trzech sond, pozwalajacych wykry¢ reaktywne formy tlenu w
réznych przedziatach komorkowych. Wszystkie pomiary prowadzono niezaleznie.

W celu wykrycia anionorodnika ponadtlenkowego w cytosolu komérki inkubowano z
sonda 5 uM DHE (dihydroetydium, Molecular Probes) w podawang w pozywce, przez 30 minut
w 37°C. Utlenianie tej sondy w komorkach powoduje powstawanie etydyny, ktora po
wbudowaniu si¢ w DNA (interkalacja) 1 wzbudzeniu §wiatlem o dlugosci 535 nm, emituje fale
o dlugosci 610 nm po. Po zakonczeniu inkubacji z sondg komorki trzykrotnie przemywano PBS
Z jonami wapnia i magnezu ogrzanym do 37°C oraz mierzono fluorescencje. Utlenianie DHE
moze nastgpowac z udziatem anionorodnika ponadtlenkowego, nadtlenku wodoru a takze
roznorodnych procesow komorkowych z udziatem peroksydaz, oksydaz czy cytochromu C, co

sprawia, ze oznaczenie to nie jest specyficzne [Cho 1 Hwang, 2011].
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Sonda DFF stuzy do wykrywania catkowitego poziomu reaktywnych form tlenu w
komorce. Po dwukrotnym przemyciu PBS ogrzanym do temperatury 37°C, plytke inkubowano
z 10 pM roztworem sondy DFF (karboksy-2’,7" -difluorodihydrofluoresceina, Invitrogen) w
PBS z Ca** i Mg?" oraz 1 pM pirogronianem i 5 pM glukoza przez 30 minut w 37°C. Sonda ta
jest potaczona wigzaniem estrowym z resztg dwuoctanowg, ktora umozliwia jej wejscie do
komorek. Wigzanie to jest hydrolizowane w $rodowisku wewnatrzkomoérkowym przez
niespecyficzne esterazy, a sonda pozostaje uwigziona w komorce, gdzie moze ulec utlenieniu
przez RFT. Zdolno$¢ do emisji §wiatla ma jedynie forma utleniona sondy [Gomez i wsp., 2005].
Fluorescencj¢ mierzono bez odplukiwania sondy przy 520 nm po pobudzeniu §wiattem o
dhugos$ci 485 nm.

W celu zbadania poziomu RFT w mitochondriach komoérki przemywano PBS z jonami
wapnia 1 magnezu o temperaturze 37°C, a nast¢gpnie inkubowano przez 10 minut w 37°C w
obecnosci 5 uM sondy MitoSOX Red (2-hydroksymitoetydium, Invitrogen) rozpuszczonej w
PBS z Ca2+ i Mg2+ z dodatkiem 1 uM pirogronianu i 5 uM glukozy. Sonda ta jest pochodng
DHE, ktéra dzigki dodatniemu tadunkowi nadawanemu przez kation trifenylofosfiny jest
kierowana do mitochondriow. W macierzy mitochondrialnej jest utleniana i w tej formie
emituje $wiatlo o dlugosci fali 580 nm, po pobudzeniu falg o dlugosci 510 nm [Kalyanaraman
1 wsp., 2012]. Pomiar przeprowadzano po trzykrotnym przeptukaniu komorek PBS bez jonow

wapnia 1 magnezu ogrzanym do 37°C.

3.8. Pomiar potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej

Komorki hodowano na ptytkach 24-dotkowych firmy Corning. Do kilku wybranych
dotkéw dodano na 10 min. 5 pM CCCP (m-chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu) 1
walinomycyne¢ 2 pg/ml i inkubowano w pozywce o temperaturze 37°C w obecnosci. Proby z
5 uM sondg JC-1 (5, 5°, 6, 6° — tetrachloro-1, 1°, 3, 3’ — tetracthylbenzimidazol-carbocyanine
iodide, Molecular Probes) w pozywce hodowlanej. Zwigzek ten wystgpujac w postaci
monomerdw, w reakcji na wzbudzenie falg o dlugosci 488 nm emituje §wiatto o dtugosci fali
527 nm (zielone). Po nagromadzeniu si¢ w mitochondriach JC-1 tworzy agregaty emitujace
Swiatto czerwone o dtugosci fali 590 nm. Nagromadzanie si¢ JC-1 w mitochondriach wymaga
obecnos$ci potencjalu wewngtrznej btony mitochondrialnej [Sivandzade i wsp., 2019]. Po
zakonczeniu inkubacji komorki przemywano dwukrotnie pozywka hodowlang i trzykrotnie
PBS ogrzanymi do 37°C, a nastgpnie po podaniu pozywki przeprowadzano pomiar przy uzyciu

Laserowego Cytometru Skaningowego.
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3.9. Oznaczanie metabolitow metoda HPLC i spektrometrii mas

Oznaczanie metabolitow, nukleotydow adeninowych oraz NAD" zostato
przeprowadzone we wspotpracy z dr. Adamem Jagielskim z Wydziatu Biologii Uniwersytetu

Warszawskiego.

3.9.1. Oznaczanie metabolitow oraz nukleotydow adeninowych metodg HPLC-MS

Komorki hodowane na szalkach o $rednicy 6 cm przemywano 0,3 M roztworem
zimnego mannitolu. Po jego usunieciu do szalek dodawano po 600 pl zimnej mieszaniny
ekstrakcyjnej o sktadzie metanol:acetonitryl:woda w proporcji 2:2:1 1 pozostawiono w lodzie
na kotysce laboratoryjnej przez 5 minut. Otrzymane ekstrakty zbierano znad warstwy komorek
i wirowano przy 15000 x g w temperaturze 4°C. Supernatanty przechowywano w temperaturze
-80°C. Pozostaty na szalkach osad po osuszeniu rozpuszczano w 600 pl 0,5 M NaOH z 0,1%
Tritonem, przenoszono ilosciowo do probowek z ktorych wczedniej pograno ekstrakty i
przechowywano w celu zmierzenia ilo$ci biatka.

W celu pomiaru metabolitéw do kazdej probki dodawano 140 pmoli winianu jako
wzorca wewnetrznego 1 przeprowadzono pomiar z wykorzystaniem systemu chromatografii
jonowymiennej (chromatograf Dionex ICS-3000, Thermo Fisher Scientific Inc.) sprzezonego
ze spektrometrem mas Waters ZQ (Waters Corporation). Proby rozdzielano na
wysokowydajnej kolumnie anionowymiennej AS11-HC eluujagc roztworem KOH o
zwigkszajacym si¢ stezeniu od 1 do 80 mM. W celu okreslenia stezen ATP, ADP i AMP
zastosowano zintegrowany detektor UV z chromatografem Dionex (260 nm). Wszystkie probki
mierzono trzykrotnie, a wyniki oznaczano ilo$ciowo zar6wno w odniesieniu do wzorca
odniesienia, jak 1 w stosunku do ilosci biatka. Uzyskane wyniki przedstawiono jako srednig z

tych trzech pomiarow.

3.9.2. Oznaczanie NAD" metodg HPLC

Komorki przemywano zimnym PBS i dodawano do kazdej szalki po 300 pul zimnego,
10% roztworu kwasu nadchlorowego. Nastepnie zdenaturowany materiat przenoszono do
probowek Eppendorf, zawieszano stosujac dziesigciokrotnie wciggnigcie przez igle do
strzykawki tuberkulinowej, intensywnie mieszano i inkubowano na lodzie przez 15 minut.
Nastepnie, uzyskane zawiesiny wirowano przez 5 minut w 4°C z przys$pieszeniem 15000 x g a
supernatanty (lizaty komodrkowe) przenoszono do nowych probowek. Do kazdej probki

dodawano po 80 ul 3 M weglanu potasu w celu neutralizacji kwasu 1 wytrgcenia nadchloranu
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potasu, probki po zamieszaniu inkubowano na lodzie przez 10 minut. Po ponownym
odwirowaniu przez 5 minut w 4°C z przys$pieszeniem 15000 x g supernatanty przenoszono do
nowych probowek i przechowywano w -80°C. Pomiary ilosci NAD" wykonano zgodnie z

metoda opisang przez Yoshino i Imai [2013].

3.9.3. Oznaczanie nikotynamidu w pozywce hodowlane;j

Z kazdej szalki zebrano po 100 pl medium hodowlanego i zamrozono w -80°C. Dalsze
oznaczenia zostaly wykonane przez dr Lukasza Mateuszuka z Jagiellonskiego Centrum
Rozwoju Lekow.

Do 50 pl odpowiednich rozcienczen pozywki dodawano po 5 pl wzorca wewngtrznego
(deuterowane analogi zwigzkoéw) w stezeniu 25 pg/ml. Prébki poddawano odbialczaniu przy
uzyciu 100 pl acetonitrylu z dodatkiem 0,1% kwas mréwkowego nastepnie je intensywnie
mieszano (vortex), schtadzano do 4°C przez 15 min 1 wirowano (15000 x g, przez 15 min, przy
4°C). Supernatanty podawano na kolumn¢ do chromatografii cieczowe;.

Analize chromatograficzng przeprowadzono przy uzyciu systemu UltiMate 3000 LC
(Thermo Scientific Dionex, Sunnyvale, CA) sktadajacego si¢ z pompy (DGP 3600RS),
przedziatu kolumny (TCC 3000RS), autosamplera (WPS-3000TRS) i degazera SRD-3600.
Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie analitycznej Aquasil C18 (4,6 mm
x 150 mm, 5 mm; Thermo Scientific). Faza ruchoma sktadala si¢ z acetonitrylu (A) 1 5 mM
mréwczanu amonu (B) w izokratycznej elucji (80:20 obj./obj.), Przy szybkosci przeptywu 0,8
ml/min. Detekcj¢ przeprowadzono za pomoca spektrometru masTSQ Quantum Ultra (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA). Gromadzenie i przetwarzanie danych odbywato si¢ za pomoca

oprogramowania Xcalibur 2.1.

3.10. Ocena pojemnosciowego naplywu wapnia

Komorki hodowano na szkietkach prostokatnych pokrytych kolagenem i
umieszczonych w szalkach o $rednicy 3 cm. Szkietka inkubowano z 2 pM roztworem sondy
Fura-2 w pozywce hodowlanej w temperaturze 37°C przez 30 minut. Nastgpnie pozywke
usuwano a szkietka przemywano dwukrotnie buforowanym roztworem soli do oznaczen
wapnia BSS (osmotycznos$¢ buforu zblizona do osmotycznosci medium i wynosita okoto 278
mOsm) z dodatkiem 1 pM pirogronianu, 5 uM glukozy i 100 uM CaClz.z 3 ml buforu BSS z
dodatkiem 1 uM pirogronianu, 5 uM glukozy 1 50 uM EGTA ,. Kuwete umieszczano w

fluorymetrze i prowadzono pomiar wzbudzajgc sond¢ naprzemiennie falg o dtugosci 340 nm
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(sonda zwiazana z jonami wapnia) i 380 nm (sonda wolna bez Ca*"), przy dhugosci fali emisji
510 nm. Po stabilizacji pomiaru dodawano tapsygarging (1 pl/ml) w celu oprdznienia
wewnatrzkomorkowych magazyndw wapniowych w siateczce srédplazmatycznej. Po uptywie
10 minut dodawano roztwor CaCl, tak by koncowe stezenie Ca** byto 2 mM. Po ustaleniu sie
stanu rownowagi sygnat fluorescencyjny kalibrowano podajac 4 uM jonomycyne, Po ustaleniu
si¢ nowego stanu rownowagi dodawano 50 pl 0,5 M EGTA. Pomiar konczono w momencie
ustanowienia si¢ rownowagi koncowej pomiedzy dwiema formami Fura-2 — zwigzanej i
niezwigzanej z jonami wapnia.

Stezenie jondw wapnia w cytosolu obliczano metoda opisana przez Grynkiewicza i wsp.
[1985]. Szybkos$¢ naptywu jonéw wapnia szacowano na podstawie nachylenia poczatkowego

krzywej wzrostu stezenia Ca?" w cytosolu po podaniu CaCl,.

3.11. Immunocytochemia

Do wszystkich barwien uzyto komoérek rosngcych na pokrytych kolagenem cielgcym
szkietkach o $rednicy 12 mm (umieszczonych na plytce 24-dotkowej). Wszystkie ptukania

1 inkubacje (jesli nie zostato zaznaczono inaczej) przeprowadzano na kolysce laboratoryjne;.

3.11.1. Barwienie mitochondriow

Komorki przez 20 min inkubowano z sondg MitoTracker Red CMXRos (Molecular
Probes) podang w pozywce w stgzeniu 100 nM, w temperaturze pokojowej stale mieszajac na
kotysce laboratoryjnej. Nastepnie komorki przemywano trzykrotnie pozywka hodowlang i dwa
razy po 10 min 5% roztworem BSA (albumina surowicy bydlecej) w PBS zjonami Ca®* i Mg?".
Komorki utrwalano inkubujac przez 10 minut 4% PFA (paraformaldehyd), ptukano dwukrotnie
po 5 minut PBS bez jonéw wapnia i magnezu i uprzepuszczalniano inkubujac przez 5 minut z
0,1% Tritonem X100. Po dwdch 5 minutowych ptukaniach przy pomocy PBS preparaty
zostawiano na catonocne plukanie w PBS w 4°C. falloidyny 488 (Cytoskeleton) w celu
wybarwienia cytoszkieletu aktynowego. Po trzykrotnym przemyciu PBS z 5% BSA komorki
barwiono barwnikiem Hoechst 333302 (Thermo Fisher Scientific) 5 minut i ponownie
trzykrotnie ptukano PBS. Tak przygotowane preparaty umieszczano na odtluszczonych
szkietkach podstawowych w kropli odczynnika VECTASHIELD Mounting Medium (VECTOR
Laboratories) i pozostawiano na dobg, po czym uszczelniano kazde szkietko lakierem 1

ponownie pozostawiano do wyschni¢cia na kilka dni.
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3.11.2. Barwienie lizosomow

Komorki inkubowano z LysoTracker Deep Red (Thermo Fisher Scientific) w pozywce
hodowlanej, przez 30 minut w 37°C. Nastepnie ptukano je PBS bez jonéw wapnia i magnezu,
utrwalano 4% PFA mieszajac przez 10 minut na kotysce laboratoryjnej w temperaturze
pokojowej 1 ponownie plukano trzykrotnie PBS. W kolejnym kroku komorki
uprzepuszczalniano 0,1% Tritonem przez 5 minut, trzykrotnie ptukano PBS i barwiono przez 5
minut odczynnikiem Hoechst. Po kolejnej serii ptukan preparaty zamykano na szkietkach
podstawowych w kropli odczynnika VECTASHIELD Mounting Medium, a nastgpnie

uszczelniano lakierem 1 pozostawiano do wyschnigcia w 4°C, tak jak to opisano powyzej.

3.11.3. Barwienie metylowanej i acetylowanej lizyny 9 histonu 3

Komorki przemywano PBS i utrwalano 4% PFA przez 10 minut w temperaturze
pokojowej stale mieszajagc. Nastepnie przemywano trzykrotnie PBS i uprzepuszczalniano
0,35% Tritonem przez 5 minut. Komoérki ponownie przemywano trzykrotnie 1% roztworem
BSA rozpuszczonym w PBS z dodatkiem 0,1% Tritonu (ten roztwoér byt uzywany do
wszystkich dalszych ptlukan) oraz blokowano przez 1 godzing w 5% BSA z 0,1% Tritonem.
Nastepnie, preparaty trzykrotnie przemywano i podawano po 200 pl roztworu przeciwciat
pierwszorzedowych przeciw H3K9me (1:100, Cell Signaling) rozpuszczonych w 5% BSA z
0,1% Tritonem 1 inkubowano w 4°C przez noc stale mieszajac. Nastgpnego dnia szkietka
ponownie przemywano trzykrotnie 1 podawano roztwor przeciwkroliczych (1:1000) Alexa
fluor 555 (Thermo Fisher Scientific) przeciwcial drugorzgdowych rozpuszczonych w 5% BSA
z 0,1% Tritonem. Inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 60 minut. Po
uplywie tego czasu i trzykrotnym przemywaniu preparaty inkubowano przez 5 minut w
roztworze Hoechst, ponownie ptukano, zamykano w kropli odczynnika VECTASHIELD
Mounting Medium 1 uszczelniano bezbarwnym lakierem. Wszystkie preparaty przechowywano
w temperaturze 4°C. Zdjgcia preparatdow wykonywano na mikroskopie Zeiss Spinning Disc lub

Zeiss LSM800 Airyscan, a nastepnie opracowywano w programie imageJ.

3.12. Pomiar szybkosci zuzywania tlenu

3.12.1. Pomiar przy pomocy urzadzenia Oroboros-2k

Komorki hodowano na szalkach o $rednicy 10 cm. W dniu do$wiadczenia szalki

przemywano ogrzanym do 37°C PBS bez jonéw wapnia i magnezu, a nastepnie dodawano po
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2 ml trypsyny i inkubowano przez 2 minuty w 37°C. Odklejone komoérki Przemywano 4 ml
PBS zawierajacym Ca*", Mg?* i 5% FBS, przenoszono do probéwek typu Falcon i wirowano 3
minuty z przys$pieszeniem 200 x g. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w 2,5 ml pozywki,
po czym 2,3 ml zawiesiny przenoszono do wczesniej skalibrowanej komory oksygrafu
OROBOROS-2k. Urzadzenie to pozwala na pomiar szybkosci zuzywania tlenu przez komorki
metoda polarograficzng [Assegid i wsp., 2005], mierzac stgzenie tlenu w komorze (nmol/ml) i
wyznaczajac szybkos¢ jego zuzywania(pmol*s-1/ml). Po ustabilizowaniu si¢ st¢zenia tlenu w
komorze dodawano oligomycyng¢ w stezeniu 0,1 pug/ml. w celu wyznaczenia szybkosci
zuzywania tlenu przez komorki w warunkach zahamowania fosforylacji ADP. Po ustaleniu si¢
stanu rownowagi (stabilizacji odczytu) do komory podawano w kilku porcjach CCCP (m-
chlorofenylohydrazon cyjanku karbonylu), w celu uzyskania maksymalnej szybkos$ci
pobierania tlenu w warunkach rozprzegnigcia oksydacyjnej fosforylacji.

Po zakonczonym pomiarze komorki zbierano do proboéwki i wirowano. Osad
zawieszano w 2 ml zimnego PBS z jonami wapnia i magnezu i wirowano ponownie w celu
usuni¢cia pozywki. Uzyskany w ten sposéb osad komorek zawieszano w 0,5 ml PBS 1 0,5 ml
0,5 M NaOH. Po rozpuszczeniu w uzyskanym roztworze oznaczano biatko. Odczytane przy
pomiarze warto$ci podstawowej, minimalnej oraz maksymalnej konsumpcji tlenu przeliczano

na miligram biatka komorkowego.

3.12.2. Pomiar przy pomocy Seahorse XFe96 Analyzer

Komérki hodowano na ptytkach 96-dotkowych firmy Agilent odpowiednich dla
urzadzenia Seahorse XFe96, ktore wezesniej poddawano hydratacji w sterylnym PBS. Skrajne
dotki przeznaczone na probe kontrolng pozostawiano bez komoérek, jedynie z pozywka
hodowlang w celu kontroli tta. W dniu poprzedzajacym pomiar przygotowywano takze ptytke
kalibracyjna poprzez dodanie 200 pl sterylnej wody do kazdego dotka, umieszczenie w dotkach
sensorow 1 przeniesienie ptytki na noc do inkubatora, o temp. 37°C niewzbogacanego w COx.
W takich samych warunkach umieszczano odpowiednig porcje roztworu do kalibracji
(Agilent).

W dniu dos$wiadczenia usuwano pozywke hodowlang a nastepnie dwukrotnie
przemywano komorki wezesniej przygotowanym roztworem pomiarowym (XF DMEM pH 7.4
bez dodatku czerwieni fenolowej i wodorowgglanu sodu, zawierajagcym 1 mM pirogronian, 10
mM glukoze 1 2 mM glutaminian). Po kazdym ptukaniu usuwano po 180 pl z kazdego dotka
tak, by ok. 20 pl medium wcigz pokrywalo warstwe komoérek i nie miaty one kontaktu z
powietrzem. Po drugim plukaniu do kazdego dotka dodawano po 160 ul roztworu
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pomiarowego, a zatem objetos¢ koncowa wynosita 180 ul i umieszczano ptytke na 1 godzing
w inkubatorze niewzbogacanym CO., o temp. 37°C.

Plytke kalibracyjng osuszano i do kazdego dotka dodawano po 200 pl roztworu do
kalibracji ogrzewanego przez noc, a nastgpnie ponownie umieszczano w niej wktad z sensorami
(ang. cartridge) 1 przenoszono na godzing do inkubatora niewzbogaconego CO», o temperaturze
37°C. Po uplywie godziny ptytke wyjmowano a do dotkéw do iniekcji znajdujacych si¢ we
wktadzie podawano odpowiednio oligomycyng A (1,5 upuM), FCCP (1 uM) (4-
(trifluorometoksy)fenylohydrazon cyjanku karbonylu) oraz antymycyne A/rotenon (0,5 uM)
rozcienczonymi w pozywce pomiarowej XF DMEM.

Przygotowany wklad z sensorami umieszczano w plytce pomiarowej zawierajacej
komoérki 1 przeprowadzano pomiar przy pomocy analizatora Seahorse XFe96. Wyniki

analizowano przy uzyciu programu Agilent Seahorse Analytics.

3.13. Analiza wynikow

Dane analizowano przy pomocy programu statystycznego Statistica. Wyniki
przedstawiono jako procent odpowiedniej kontroli + SD. Istotno$¢ statystyczna (p<0,05)
obliczano przy pomocy testu ANOVA jednoczynnikowej analizy wariancji. Zdjecia z
mikroskopu obrobiono przy uzyciu programu ImageJ. Wykresy wykonano w GraphPad Prism
10.
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4. WYNIKI

4.1. Ustalenie warunkow doswiadczalnych i ogélna charakterystyka komorek

HAEC traktowanych LPS, ze szczegélnym uwzglednieniem mitochondriow

Dostepne dane piSmiennictwa wskazuja, ze wptyw lipopolisacharydu na r6zne komorki
jest niejednakowy 1 zalezy od czasu inkubacji oraz zastosowanego st¢zenia LPS. W niniejszej
pracy jako kryterium skutecznos$ci dziatania LPS przyjeto indukcje odpowiedzi prozapalnej
komorek wyrazonej zwickszeniem poziomu biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1, ale bez
objawOw zmniejszonej przezywalnosci komoérek. LPS podawane bylo w najmniejszym

mozliwym stgzeniu wystarczajagcym do spelnienia tego kryterium.
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Rys. 4.1. Wplyw LPS na poziom bialek ICAM-1 i VCAM-1 w komérkach HAEC
Obraz przedstawia wynik analizy Western Blot dla biatek ICAM-1 (A) oraz VCAM-1 (B). Komorki
HAEC byly traktowane LPS w stezeniu 100 ng/ml oraz 1 pg/ml przez 6 oraz 24 godziny. Przedstawiony
wynik pochodzi z jednego do§wiadczenia

Przetestowano wptyw LPS podanego w st¢zeniach 100 ng/ml oraz 1 pg/ml. W obu
przypadkach obserwowano istotny 1 podobny wzrost poziomu biatlek ICAM-1 (Ryc. 4.1 A) i
VCAM-1 (Ryc 4.1 B). Dlatego w dalszych doswiadczeniach koficowe stezenie LPS wynosito
zawsze w 100 ng/ml.

Przyzyciowy pomiar cytometryczny z wykorzystaniem jodku propidyny nie wykazat
zwigkszonego udzialu komorek nekrotycznych (Ryc. 4.2) w hodowli traktowanej LPS.
Dodatkowo, analiza ksztattu jader komorkowych pokazanych na obrazach mikroskopowych
przedstawionych w dalszej czeSci pracy nie wskazuje na zmiany charakterystyczne dla

apoptozy (Ryc. 4.5).
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Rys. 4.2. Wplyw LPS na przezywalnosci komérek HAEC
Przezywalno$¢ byta oceniana przy pomocy laserowego cytometru przeptywowego z uzyciem jodku
propidyny. (A) Komorki kontrolne (B) komorki kontrolne traktowane digitoning (kontrola pozytywna),
(C) komorki HAEC traktowane 100 ng/ml LPS przez 24 godz., (D) komérki HAEC traktowane 100
ng/ml LPS przez 24 godz. z dodatkiem digitoniny (druga kontrola pozytywna). Wynik
reprezentatywnego do§wiadczenia.

Komorki HAEC traktowane LPS wykazuja zmiany $wiadczace o odpowiedzi na stres,
w tym zwickszong zawartos$¢ bialek charakterystycznych dla odpowiedzi na stres oksydacyjny.
Naleza do nich COX, HO-1 (Ryc. 4.3 A, B) oraz manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (Ryc.
4.3 C). Oprocz zwiekszonej wzglednej zawartosci tych biatek w komodrkach, uwage zwraca
niejednakowy rozktad tych zmian w czasie. W przeciwienstwie do Mn-SOD (Ryc. 4.3 C),
poziom Cu/ZnSOD nie zwigksza si¢ w sposoOb istotny, a jedynie wykazuje tendencj¢ wzrostowa
(Ryc. 4.3 D). Poziom czasteczek adhezyjnych zwigzanych z indukcja stanu zapalnego takze jest
podniesiony. Podobnie jak w do$wiadczeniu pilotazowym (Ryc. 4.1) mamy do czynienia z

istotnym wzrostem poziomu ICAM-1 (Ryc. 4.3 E) orazVCAM-1 (Ryc. 4.3 F).
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Rys. 4.3.
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Wplyw LPS na poziom bialek zwigzanych ze stresem oksydacyjnym oraz indukcja stanu
zapalnego w komorkach HAEC

Przedstawiono zmiany wzglednego poziom biatek (A) COX-2, (B) HO-1, (C) MnSOD, (D)
Cu/ZnSOD, (E) ICAM-1 oraz (F) VCAM-1 w komoérkach HAEC — kontrolnych oraz traktowanych
100 ng/ml LPS przez 6 godz. i 24 godz. wraz z przyktadowym wynikiem testu Western Blot. Kontrola
traktowana jako 100%, przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki
przedstawione jako procent kontroli. * - p<0,05 dla n=5
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Dotychczas przedstawione wyniki opisujg zmiany spowodowane podaniem LPS w
dwoch punktach czasowych. Ze wzgledu na niejednakowa dynamike odpowiedzi komoérek w
czasie, pomiary RFT oraz niektérych innych parametrow przedstawionych ponizej
doswiadczen wykonano z wiekszg rozdzielczoscig, czyli uwzglednieniem wigkszej liczby
punktow czasowych. W celu sprawdzenia, czy inkubacja komoérek z LPS wplywa na poziom
RFT zastosowano trzy specyficzne sondy: MitoSOX wykrywajaca mitochondrialne RFT, DFF
do oceny wzglednych zmian ilosci RFT w catej komoérce oraz DHE wykrywajaca specyficznie
anionorodnik ponadtlenkowy. Nie wykazano zadnych zmian ilosci RFT bez wzgledu na
stosowang sonde (Ryc. 4.4). Zwigkszenie ilo$ci anionodnika ponadtlenkowego po dodaniu do
komorek rotenonu lub antymycyny potwierdza poprawno$¢ zastosowanej metody. Brak zmian
zawartosci RFT w komorkach traktowanych LPS przy jednocze$nie wyraznym zwigkszeniu
ilosci biatek antyoksydacyjnych moze wskazywa¢ na wysoka skuteczno$¢ systemow

ochronnych w tych warunkach.
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Rys. 4.4. Wplyw LPS na zawarto$¢ RFT w komérkach HAEC
Wzgledny poziom reaktywnych form tlenu w komérkach HAEC traktowanych LPS 100ng/ml LPS
mitochondrialne RFT (A); anionorodnik ponadtlenkowy (B); catkowite RFT (C). Poziom kontrolny
(RFT w komorkach nietraktowanych LPS) jest traktowany jako 100%, i1 przedstawiony graficznie w
postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki przedstawione jako procent kontroli. * - p<0,05 dla n=4
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Wstepna ocena morfologii komorek HAEC traktowanych LPS wskazuje, ze dochodzi
do przejsciowej, widocznej po 6 godzinach i cofnigtej niemal do stanu wyjsciowego po 24
godz., reorganizacji sieci mitochondrialnej polegajacej na jej fragmentacji i przyjgciu

lokalizacji okotojadrowej (Ryc. 4.5).

kontrola 100 ng/ml LPS 6h 100 ng/ml LPS 24h

Rys. 4.5. Wplyw LPS na reorganizacje sieci mitochondrialnej w komérkach HAEC
Komoérki HAEC — kontrolne oraz traktowane 100 ng/ml LPS przez 6 godz. oraz 24 godz., wybarwione
MitoTrackerRed CMXRos (mitochondria), Hoechst 33342 (jadra komorkowe), 488 Phalloidin

(szkielet aktynowy)
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Rys. 4.6. Wplyw LPS na mase¢ mitochondriéw w komérkach HAEC
Masa mitochondrialna mierzona przy pomocy sondy fluorescencyjnej MitoGreen w komorkach HAEC

— kontrolnych oraz traktowanych 100 ng/ml LPS przez 6 godz. i 24 godz. Kontrola bez LPS jest
traktowana jako 100%, i przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki

przedstawione jako procent kontroli (n=4)
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Tym zmianom nie towarzyszyta zmiana catkowitej masy mitochondriow (Ryc.4.6).

4.1.1. Metabolizm energetyczny komorek HAEC
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Rys. 4.7. Wplyw LPS na szybkos$¢ zuzywania tlenu przez komérki HAEC

Pomiar oddychania komodrkowego (oddychanie podstawowe; minimalna warto§¢ obserwowana
po dodaniu oligomycyny; maksymalna warto$¢ obserwowana po dodaniu CCCP) w komoérkach HAEC
- kontrolnych oraz traktowanych 100 ng/ml LPS przez 6 godz. i 24 godz. Kontrola (komorki nie
traktowane LPS) uznana jest jako 100% i przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na
wykresie (A). Zmiany spowodowane podaniem LPS s3 przedstawione jako procent kontroli dla n=4.
(B) Przyktadowy pomiar oddychania komoérkowego na urzadzeniu Oroboros wraz z zaznaczonymi
punktami dodania oligomycyny oraz CCCP. Linia niebieska oznacza st¢zenie tlenu w komorze
pomiarowej [nmol/ml], linia czerwona natomiast przedstawia zuzycie tlenu w jednostce czasu w
komorze pomiarowej

Jak przedstawiono na Ryc. 4.7 inkubacja komoérek HAEC z LPS powodowata widoczne,
ale statystycznie nieistotne obnizenie szybkos$ci zuzywania tlenu. Niemniej tendencja ta wydaje
si¢ by¢ nieco wigksza po 6 niz po 24 godzinach traktowania lipopolisacharydem i dotyczy

zarowno oddychania podstawowego jak i w obecnos$ci oligomycyny, oraz po rozprzggnigciu
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oksydacyjnej fosforylacji. Mozna oczekiwa¢, ze taka zmiana odzwierciedla wptyw LPS na
profil metaboliczny komorek.

Przedstawione dotychczas wyniki do$wiadczen wykonywanych po 6 i 24 godzinach
traktowania LPS chociaz dostarczajg istotnych informacji, r6znig si¢ znacznie od opisywanych
w pismiennictwie odpowiedzi roznych komoérek na LPS, ktére sg zazwyczaj duzo szybsze i
zmieniajace si¢ w czasie [Kurte 1 wsp., 2020]. Dlatego przedstawiona ponizej ograniczona
(celowana) analiza metabolomiczna uwzglednia ten aspekt i jest przeprowadzona z wigksza
rozdzielczo$cig czasowa. Jej celem bylo ustalenie potencjalnych zmian metabolizmu
energetycznego komorek HAEC traktowanych LPS. Uzyskane wyniki przedstawiano w postaci
tradycyjnych przebiegow cross-over.

Obserwowane zmiany wskazuja, ze odpowiedz na LPS jest szybka i juz po 30 min liczac
od podania lipopolisacharydu obserwuje si¢ istotne zmiany w profilu metabolicznym [Ryec.
4.8]. Przede wszystkim dochodzi do spowolnienia reakcji katalizowanej przez kinazg
pirogronianowg. Efekt ten ulega catkowitemu odwréceniu (przyspieszenie tej reakcji w
stosunku do kontroli bez LPS) po 24 godzinach. By¢ moze z tg zmiang jest zwigzane
przejsciowe zahamowanie glikolizy wyrazone zmniejszong zawarto$cia mleczanu w
komorkach [Ryc. 4.9] oraz zmiang proporcji fosforanow nukleozyddéw adeninowych, w tym
zwigkszenie si¢ poziomu AMP po 24 godzinach traktowania komorek LPS [Ryc. 4.10].
Jednoczesnie zawarto§¢ ATP 1 ADP w komorkach nie zmienia si¢ w znaczacym stopniu. W tym
miejscu nalezy jednak doda¢, Ze przedstawiane wyniki dotyczace zawarto$ci mleczanu chociaz
z pewno$cia wiarygodnie wskazuja kierunek zmiany nie odzwierciedlaja rzeczywistej
szybkosci glikolizy. Wynika to z faktu, ze mleczan oznaczany byl wraz z pozostalymi
metabolitami metoda spektroskopii mas w specjalnie przygotowanych lizatach komérkowych,
a zatem byl to mleczan zawarty w komodrkach. W przeciwienstwie do pozostatych metabolitow
mleczan z latwoscig jest uwalniany z komorek, a zatem ustalenie rzeczywistej szybkosci
glikolizy wymagatoby oznaczenia calo$ci wytwarzanego mleczanu w tym znajdujacego si¢ w

srodowisku pozakomorkowym.

53



4h

0,5h
200 200
_ 1504 _ 1504
E 10 r 1 [ E 100
g 1T ] T
sV \ - :
50+ 50+
FEFE S S F S FFFTE S &P S @ G6P - glukozo-6-fosforan
FBP - fruktozo-1,6-bisfosforan
PGA - 3-fosfoglicerynian
PEP - fosfoenolopirogronian
6h 24h Pyr - pirogronian
200+ 200 * Citr - eytrynian
* 20G - 2-oksoglutaran
150 150 Succ - bursztynian
§ = Fum - fumaran
S 100+% E 10 el -
; \WW NIV
ES == *
50+ 50
T T T T T T T T ST T T T T T T
:?g Qé Q‘-’qug < (ﬁs¢6’go°b<<od‘\ & ebg Qé Qc,qu‘} <& (_‘ﬁswcf’goo" Qoé‘ &
Rys. 4.8. Wplyw LPS na zawartos¢ metabolitow glikolizy i cyklu kwaséw trikarboksylowych (TCA) w
komérkach HAEC
Poziom metabolitow glikolizy oraz cyklu Krebsa mierzony przy pomocy HPLC-MS w komarkach
HAEC - kontrolnych oraz traktowanych 100 ng/ml LPS przez 0,5 godz.; 4 godz.; 6 godz. oraz 24 godz.
Kontrola traktowana jako 100%, przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie.
Wyniki przedstawiono jako procent kontroli. Wyniki uzyskano we wspolpracy z dr. Adamem
Jagielskimz Wydziahu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. * p<0,05, n=3
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Rys. 4.9. Wplyw LPS na wewnatrzkomoérkowg zawarto$¢ mleczanu w komérkach HAEC

Mleczan oznaczano metodg HPLC-MS w komoérkach HAEC - kontrolnych oraz traktowanych 100
ng/ml LPS przez 0,5 godz.; 4 godz.; 6 godz. oraz 24 godz. Kontrola traktowana jako 100%,
przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki przedstawiono jako procent
kontroli. Wyniki uzyskano we wspolpracy z dr. Adamem Jagielskim z Wydzialu Biologii Uniwersytetu

Warszawskiego. * - p<0,05, n=3
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Rys. 4.10. Wplyw LPS na wzgledng ilo$¢ nukleotydow adeninowych w komérkach HAEC
Poziom AMP, ADP oraz ATP mierzony przy pomocy detektora UV-VIS w komoérkach HAEC -
kontrolnych oraz traktowanych 100 ng/ml LPS przez 0,5 godz.; 4 godz.; 6 godz. oraz 24 godz. Kontrola
traktowana jako 100%, przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki
przedstawiono jako procent kontroli. Wyniki uzyskano we wspotpracy z dr. Adamem Jagielskim z
Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. * - p<0,05, n=3

Obserwowanym réznicom towarzysza zmiany aktywnosci enzymow, ktorym przypisuje
si¢ kluczowe znaczenie regulacyjne w metabolizmie energetycznym. Enzymami tymi sg cz¢sto
opisywana w pismiennictwie AMPK [Garcia i Shaw, 2017] 1 nieco mniej dyskutowana w tym
kontekscie NNMT.

Jak pokazano na Ryc. 4.11, w wyniku inkubacji komoérek HAEC z LPS dochodzi do
zwigkszenia stopnia ufosforylowania AMPK w pozycji Thr 172. Zmiana ta obserwowana jest
zarowno w po 6 jak i 24 godzinach traktowania lipopolisacharydem i wskazuje na zwigkszenie
aktywnosci AMPK, a zatem zapewne aktywacje¢ procesOw katabolicznych i1 hamowanie
anabolizmu. Miarg wzrostu tej aktywnos$ci jest zwigkszenie stopnia ufosforylowania
karboksylazy acetylo-CoA (ACC).

O ile udziat AMPK w szlaku sygnalowym indukowanym przez LPS, chociaz nadal
niejednoznaczny, byt opisywany wczesniej [Fan 1 wsp., 2018], o tyle na temat udziatu NNMT
w odpowiedzi komoérek na LPS nie znajduje si¢ w piSmiennictwie zadnej wzmianki. To jeden
z powodow, dla ktérego zajeliSmy sie ustalaniem roli tego enzymu w metabolizmie komorek
Srodbtonka.

Wynik przedstawiony na Ryc. 4.12 potwierdza gtdéwnag hipotez¢ niniejszej rozprawy
wskazujac na to, ze jednym z elementow odpowiedzi komoérek $rodbtonka na LPS jest
zwigkszenie iloSci biatka NNMT. Jednakze samo potwierdzenie faktu nie oznacza ustalenia
jego znaczenia. W celu poznania roli NNMT w kontek§cie zmian metabolicznych

spowodowanych LPS wykonano szereg testow z wykorzystaniem komoérek HAEC po

wyciszeniu ekspresji genu kodujagcego NNMT.
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Rys. 4.11. Wplyw LPS na aktywacje AMPK w komérkach HAEC
Wzgledny poziom ufosforylowania (A) AMPK oraz (B) ACC w przeliczeniu na catkowite biatko w
komoérkach HAEC — kontrolnych oraz traktowanych 100 ng/ml LPS przez 6 godz. i 24 godz. wraz z
przyktadowym wynikiem analizy metoda Western Blot. Kontrola traktowana jako 100%,
przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki przedstawione jako procent

kontroli. * - p<0,05, n=9
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Rys. 4.12. Wplyw LPS na zawarto§¢ NNMT w komérkach HAEC
Wzgledny poziom NNMT w komoérkach HAEC — kontrolnych oraz traktowanych 100 ng/ml LPS przez
6 godz. i 24 godz. wraz z reprezentatywnym wynikiem analizy metoda Western Blot. Kontrola
traktowana jako 100%, przedstawiona graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Wyniki

przedstawione jako procent kontroli. * - p<0,05, (n=9)
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4.2. Wplyw wyciszania ekspresji genu kodujacego NNMT na wybrane aspekty
odpowiedzi komorek HAEC na LPS

Ryc. 4.13 przedstawia wstepne wyniki dotyczace skutecznosci wyciszania genu NNMT
z wykorzystaniem siRNA. Nieoczekiwane zwigkszenie poziomu NNMT na skutek podania
scrambled RNA moze odzwierciedla¢ odpowiedz komoérek na stres spowodowany samg
procedurg wyciszania. Ten wzrost nie znajduje potwierdzenia w zmianie (potencjalnym
zwiekszeniu) aktywnos$ci enzymu wyrazonej iloscia MNA wydzielonego do srodowiska.
Natomiast aktywnos$¢ enzymatyczna NNMT jest znacznie obnizona w przypadku komoérek ze
zmniejszong zawarto$cig biatka NNMT na skutek wyciszenia genu kodujacego ten enzym.
Skuteczno$¢ wyciszania byta potwierdzana w kazdym doswiadczeniu technikag Western blot.
W dalszej czgéci pracy odpowiedz na LPS komoérek z wyciszonym genem NNMT
porownywano do odpowiedzi komorek traktowanych scrambled siRNA (zamiennie

nazywanych komodrkami kontrolnymi) w takich samych warunkach doswiadczalnych.
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Rys. 4.13. Efektywnos$¢ wyciszanie genu kodujacego NNMT oceniana na podstawie ilosci i aktywnoSci tego
biatka w komérkach HAEC
(A) Wzgledny poziom biatka NNMT w komoérkach HAEC traktowanych scrambled siRNA, siRNA
specyficznym dla NNMT oraz niczym nietraktowanych. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli
(komorki nietraktowane). Reprezentatywny obraz testu Western Blot. (B) Wzgledny poziom MNA w
przeliczeniu na mg biatka w komorkach HAEC traktowanych scrambled siRNA, siRNA specyficznym
dla NNMT oraz niczym nietraktowanych. * - p<0,05, n=5
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Ryciny 4.14 1 4.15 przedstawiaja zmiany zawartosci biatka NNMT w komorkach
traktowanych scrambled RNA oraz z siRNA specyficznym dla NNMT, a takze aktywnos¢

katalityczng tego enzymu po podaniu LPS do $rodowiska hodowlanego.
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Rys. 4.14. Wplyw LPS na zawarto$¢ biatka NNMT w komorkach HAEC z wyciszonym genem kodujacym
ten enzym oraz komoérkach kontrolnych
Kazdy shupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do kontroli (komorki
traktowane scrambled RNA bez LPS) dla ktorej przyjeto warto§¢ 100% (n=10) i ktora przedstawiono
graficznie w postaci linii poziomej na wykresie. Ponizej przedstawiono reprezentatywny obraz analizy
Western Blot. * - p<0,05 w poréwnaniu do kontroli si-scrambled; # - p<0,05 dla wyniku poréwnania
odpowiedzi na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym
inkubacji
W komorkach traktowanych scrambled RNA LPS powoduje przejsciowe (widoczne po
1-3 godzinach) zmniejszenie, a nastepnie (od 5-tej godziny inkubacji) zwigkszenie ilosci biatka
NNMT (Ryc. 4.14). W tych samych komorkach w obecnosci LPS dochodzi do glebszego
obnizenia wytwarzania MNA az do 5 godziny inkubacji, po 6 godzinach inkubacji pojawia si¢
tendencja wzrostowa, cho¢ wciaz nie jest osiggany stan wyjsciowy (Ryc. 4.15 B). Taka kinetyka
zmiany ilo§ci MNA sugeruje, ze LPS nieoczekiwanie zmniejsza aktywno$¢ enzymatyczng
NNMT maskujac potencjalny skutek zwiekszenia ilosci samego biatka NNMT. W komorkach
z wyciszonym genem NNMT istotny spadek wydzielanego do medium MNA w odpowiedzi na
inkubacje z LPS we wszystkich badanych punktach czasowych odzwierciedla zar6wno spadek
ilosci enzymu jak 1 jego aktywnosci pod wptywem LPS (Ryc. 4.14; 4.15A). W stosowanym

uktadzie do§wiadczalnym zmiany aktywno$ci NNMT, mimo wykorzystywania nikotynamidu
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jako substratu dla tego enzymu, nie powinny wplywacé na jego dostepnos$¢ dla syntezy NAD™,
poniewaz nikotynamid byt obecny w pozywce hodowlanej (doktadna warto$¢ jego stezenia jest
zastrzezona przez producenta pozywki i dlatego nie mogta by¢ podana w tym miejscu, ale jest
wystarczajgco wysoka). Z drugiej jednak strony nie mozna wykluczy¢, ze sam LPS powoduje
obnizenie ilosci tego dinukleotydu w komorce [Al-Shabany i wsp., 2016; Komatsu i wsp.,
2018] dlatego oznaczono jego zwarto$¢ komorkowa we wszystkich badanych uktadach

doswiadczalnych (Ryc. 4.16).
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Rys. 4.15. Wplyw LPS na ilo§¢ MNA wydzielanego przez komorki HAEC z wyciszonym genem kodujacym
NNMT oraz komérki kontrolne
Stezenie MNA oznaczono w pozywce hodowlanej komorek traktowanych scrambled siRNA oraz
siRNA specyficznym dla NNMT (pomiar ilo§ci MNA uzyskany we wspolpracy z dr Lukaszem
Mateuszukiem z Jagiellonskiego Centrum Innowacji). (A) Ilos¢ wydzielanego MNA przez komorki
traktowane siRNA specyficznym dla NNMT przeliczona w stosunku do komorek traktowanych
scrambled siRNA. Kontrola (komorki traktowane jedynie scrambled siRNA) przyjeta jako 100% i
przedstawiona graficznie na wykresie w postaci linii poziome;j. (B) Ilos¢ wydzielanego MNA przez
komorki traktowane scrambled siRNA lub siRNA specyficznym dla NNMT w odpowiedzi na LPS.
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole (100%) dla komorek traktowanych zarowno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki kontrolne, czyli traktowane jedyniesi-scrambled natomiast kontrole (100%) dla
komorek traktowanych si-NNMT oraz LPS stanowily komorki traktowane jedynie si-NNMT. * -
p<0,05, n=3

Wykazano, ze niezaleznie od poziomu biatkka NNMT 1 jego aktywno$ci mierzonej
wytwarzaniem MNA, zawarto$§¢ NAD" w komorkach jest stata. A zatem, niedobor NAD™ nie
moze by¢ brany pod uwage przy ustalaniu mechanizmu dziatania LPS oraz konsekwencji

wyciszania genu NNMT w komorkach.
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Rys. 4.16. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujgcego NNMT na zawarto$¢ NAD* w komérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiednie;j
kontroli nie traktowanej LPS dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zardwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komorek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. Wyniki uzyskano we wspotpracy
z dr. Adamem Jagielskim z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego (n=3)

Drugim oczekiwanym efektem metabolicznym zwigzanym z aktywacja NNMT jest
obnizenie, a zatem w przypadku wyciszenia NNMT zwigkszenie, dostgpnosci S-
adenozylometioniny (SAM). SAM jest uniwersalnym donorem reszty metylowej w reakcji
metylacji zardwno zwigzkow drobno- jak i wielkoczasteczkowych, a zatem zmiana jego
stezenia w komorce moglaby przejawiac si¢ jako zmiana profilu metylacji roznych czasteczek.
Ryc. 4.17 pokazuje na wybranych przyktadach, ze samo wyciszenie NNMT powoduje
zwigkszenie puli metylowanego histonu H3, a takze fosfatazy PP2A, co jest zgodne z
oczekiwaniem. Dodatkowo, barwienie ukazuje, jak si¢ wydaje zwigkszone skupiska
metylowanego histonu H3 w komorkach HAEC z wyciszonym genem NNMT (Ryc. 4.17C) ale
ilosciowa analiza tego obrazu wymagataby wigkszej liczby powtorzen

W obecnosci LPS zwigkszenie stopnia metylacji H3 ma charakter przejSciowy i jest
zauwazalne w 5 1 6 godzinie traktowania lipopolisacharydem ale ze wzgledu na fakt, ze efekt
ten obserwowany jest takze w komorkach traktowanych scrambled RNA, udzial NNMT w tym
przypadku wydaje si¢ watpliwy (Ryc. 4.18A). Ponadto w obecnosci LPS dochodzi do
zmniejszenia stopnia metylacji PP2A niezaleznie od tego czy gen kodujacy NNMT byt

wyciszony czy tez nie, co sugeruje, ze dodatkowe dziatanie LPS maskuje potencjalne efekty

aktywacji NNMT (Ryc. 4.18B).
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Oczekiwany brak wpltywu wyciszania NNMT i/lub traktowania komorek
lipopolisacharydem na zawarto§¢ NAD' w komorkach oraz niespodziewany spadek metylacji
biatek w komorkach traktowanych LPS nie pozwalaja na wytlumaczenie skutkow wyciszania
NNMT w odpowiedzi komoérek na lipopolisacharyd w oparciu o postulowane mechanizmy:
regulacje dostepu MNA do syntezy NAD" oraz zwigkszenie stopnia metylacji wybranych
biatek.
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Rys. 4.17. Wplyw wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom metylacji wybranych bialek w komérkach
HAEC
Metylacja reszty lizyny 9 histonu H3 (A) oraz metylacja fosfatazy PP2A-C (B) wraz z
reprezentatywnymi wynikami testu Western Blot w komorkach HAEC. Komorki traktowane
scrambled siRNA przyjeto jako 100%. (C) Barwienie przedstawiajace wzglgedny poziom metylacji
lizyny 9 histonu H3 w komoérkach HAEC traktowanych siRNA specyficznym dla NNMT lub siRNA
scrambled. Komorki wybarwione Hoechst 33342 (jadra komorkowe) oraz przeciwcialem anty-
H3K9me3 wraz z przeciwciatem drugorzgdowym sprz¢zonym z Alexa Fluor 555 - p<0,05, n=5
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Rys. 4.18. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na stopien metylacji reszty lizyny 9 histonu
H3 (A) oraz fosfatazy PP2A-C (B) w komoérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrolg¢ dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresami wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Z drugiej strony, przedstawione wyniki nie pozwalajg na catkowite odrzucenie takiej
mozliwos$ci natomiast sklaniaja do zadania pytania, czy wczesniej zidentyfikowane skutki
podawania LPS w komdrkach HAEC sa w jaki$ sposob powigzane z jednoczesnymi zmianami
poziomu NNMT lub czy wydarzenia te sg ze sobg niezwigzane funkcjonalnie. Ponizej

przedstawione wyniki doswiadczen naswietlajg ten problem.

4.2.1. Bialka stresu oksydacyjnego i1 prozapalne czasteczki adhezyjne

Podobnie jak i w przypadku wczesniej uzyskanych wynikéw, inkubacja z LPS
prowadzita do zwigkszenia ilo$ci manganowej dysmutazy ponadtlenkowej (MnSOD) zar6wno
w komorkach z wyciszonym genem NNMT jak o komoérkach traktowanych scrambled RNA.
Wzrost ten byl zauwazalny po 5 godz. i osiagal szczyt po 24 godz. od rozpoczecia inkubacji.
(Ryc. 4.19 A).

Natomiast wyciszenie genu NNMT zapobiegato zwigkszeniu ilosci Cu/ZnSOD w
komorkach traktowanych LPS. W komorkach traktowanych scrambled RNA inkubacja z LPS
powodowata wzrost zawartosci tej dysmutazy (Ryc. 4.19 B). Ten wynik sugeruje istnienie
zalezno$ci miedzy wytwarzaniem NNMT i Cu/ZnSOD.

Podobnie jak wcze$niej traktowanie komorek LPS nie wplywatlo na poziom
reaktywnych form tlenu niezaleznie od ekspresji genu kodujacego NNMT (Ryc. 4.20).

W przeciwienstwie do zmian dotyczacych dysmutazy ponadtlenkowej w warunkach
obnizonej ekspresji NNMT, wyciszenie genu kodujacego NNMT nie ma istotnego wplywu na
odpowiedz komoérek na LPS wyrazong zmianami zawartosci biatek adhezji komorkowej (Rye.
4.22). Uwage zwraca fakt niezwykle duzej w przypadku tych bialek i trudnej do wyttumaczenia
niepowtarzalnos$ci oznaczen Western blot pomi¢dzy niezaleznymi do§wiadczeniami. By¢ moze
w przypadku ICAM-1 zwigkszenie pod wptywem LPS ilosci tego biatka w komorkach z

wyciszonym genem NNMT jest czym$ wigcej niz tylko tendencja.
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Rys. 4.19. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujgacego NNMT na poziom bialek MnSOD (A) oraz

Cu/ZnSOD (B) w komérkach HAEC

Kazdy stupek oznacza warto$¢ srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktdrej przyjeto warto§¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresami wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Rys. 4.20. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na wytwarzanie reaktywnych form tlenu
w komorkach HAEC
Wykresy przedstawiaja wynik pomiaru mitochondrialnych (A), catkowitych RFT (B) oraz
anionorodnika ponadtlenkowego (C) (n=4) w komorkach z wyciszonym genem kodujacym NNMT
oraz komorkach kontrolnych po 0,5 godz. inkubacji z LPS (LPS podawane razem z odpowiednig
sondg). Kazdy stupek oznacza warto$¢ srednig £SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiednie;j
kontroli nie traktowanej LPS dla ktorej przyjeto wartos¢ 100%. Kontrolg dla komoérek traktowanych
zardwno si-scrambled jak i LPS stanowily komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast
kontrole dla komorek traktowanych si-NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-
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Rys. 4.21. Wplyw wyciszenia genu kodujacego NNMT na wytwarzanie reaktywnych form tlenu w
komérkach HAEC

Wykres przedstawia wynik pomiaru mitochondrialnych, catkowitych RFT oraz anionorodnika
ponadtlenkowego w komorkach HAEC z wyciszonym genem kodujacym NNMT. Kazdy shupek
oznacza warto$¢ §rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do kontroli traktowanej si-scrambled

dla ktorej przyjeto wartos¢ 100%. * - p<0,05, n=4
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Rys. 4.22. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom molekul adhezyjnych ICAM-1

(A) oraz VCAM-1 (B) w komérkach HAEC

Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresami wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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4.2.2. Mitochondria i metabolizm energetyczny komérek HAEC

4.2.2.1. Organizacja sieci mitochondrialnej w komorkach (architektura mitochondriow)

Ryc. 4.23 przedstawia wynik uzyskany po barwieniu sieci mitochondrialnej w komoérkach
z wyciszonym 1 niewyciszonym (po podaniu scrambled RNA) genem kodujacym NNMT,
traktowanych LPS przez 1,6 i 24 godziny, oraz komorek, ktérym nie podawano LPS.
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Rys. 4.23. Organizacja sieci mitochondrialnej w komdérkach HAEC z wyciszonym genem NNMT oraz
komorkach kontrolnych traktowanych LPS

Zdjecia przedstawiajg komorki poddane procedurze wyciszania genu kodujacego NNMT badz tez
potraktowane scrambled siRNA +/- LPS przez 1 godz., 6 godz. lub 24 godz. a nastgpnie wybarwione
Mito tracker Red CMXRos (mitochondria) oraz Hoechst 33342 (jadra komorkowe) (A). Powickszenie
zaznaczonego pola dla komorek traktowanych LPS przez 6 godz. (B)

68



Wydaje si¢, ze mimo pewnych roéznic w organizacji sieci mitochondrialnej mi¢dzy
komoérkami kontrolnymi (scrambled-RNA) a komoérkami z wyciszonym genem NNMT przed
podaniem LPS, uderzajacym faktem jest to, ze po 6 godzinach z LPS komorki obu grup w
kontekscie przebudowy sieci mitochondrialnej wyraznie si¢ rdznig. Zaobserwowano
fragmentacj¢ sieci mitochondrialnej w komorkach kontrolnych podczas gdy w komorkach z
wyciszonym NNMT efekt ten jest mniej zauwazalny Po 24 godz. natomiast w obu badanych
grupach nie obserwuje si¢ znaczacej ilosci komorek ze zmieniong strukturg mitochondriow.
Oprocz poréwnywania efektow LPS migdzy liniami w tym samym punkcie czasowym
(porownanie “poziome”) nalezy tez pordwnac “pionowo” analizujac efekt LPS w odniesieniu
do wiasciwej kontroli (scrambled siRNA lub siRNA specyficzne dla NNMT). Taka analiza
pokazuje, ze sie¢ mitochondrialna w komoérkach z wyciszonym genem kodujacym NNMT w
przeciwienstwie do sieci mitochondrialnej w komoérkach kontrolnych zachowywata strukture
zblizong do komorek nietraktowanych LPS we wszystkich badanych punktach czasowych. Taki
sposdb porownywania jest spojny ze stosowanym na wszystkich dalszych rycinach, co utatwia

interpretacje.
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Rys. 4.24. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom bialka OPA1 w komérkach
HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktdrej przyjeto warto§¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Réznica w architekturze sieci mitochondrialnej komoérek z wyciszonym i
niewyciszonym genem NNMT poddanych dzialaniu LPS moze sugerowa¢, ze dochodzi do
wzglednych zmian ilosci biatek zaangazowanych w procesy fuzji i fragmentacji
mitochondriow. W rzeczywistosci wykazano wzrost poziomu biatek OPA1 (Ryc. 4.24) i
mitofuzyny 1 (Ryc. 4.25) w komoérkach z niezmieniong ekspresja genu NNMT, traktowanych
LPS.

Natomiast w komorkach z wyciszonym genem NNMT nie wykazano istotnych réznic w
poziomie biatka OPA1, a w przypadku Mfnl obserwowano spadek zawartosci tego biatka po
24 godz. traktowania LPS. A zatem wyciszenie genu NNMT wydaje si¢ zapobiega¢ zmianom

spowodowanym podaniem LPS ktére dotycza iloSci testowanych biatek zwigzanych z fuzja

mitochondridéw.
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Rys. 4.25. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom bialka Mfnl w komérkach
HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiednie;j
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled Tub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Wykazano takze istotny wzrost ilo$ci biatka Fis1 (Ryc. 4.26) zwigzanego z fragmentacja

sieci mitochondrialnej po dtuzszych czasach inkubacji z LPS (5 godz.-24 godz.) w komorkach

kontrolnych. W komoérkach z wyciszonym genem kodujagcym NNMT nie obserwowano takich

zmian.

A zatem, inkubacja komorek z LPS doprowadza do zachwiania proporcji migdzy

biatkami sprzyjajacymi fragmentacji a biatkami zwigzanymi w fuzja mitochondriéw, co daje

wypadkowy efekt zmiany architektury sieci mitochondrialnej. Wyciszenie NNMT tagodzi

skutki dziatania LPS w tym kontekscie.
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Rys. 4.26. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom bialka Fis1 w komdérkach

HAEC

Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrolg dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled Tub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotyczg pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Tym istotnym zmianom towarzyszy jedynie nieznaczna zmiana calkowitej masy
mitochondrialnej (Ryc. 4.27 A) oraz potencjalu wewngtrznej btony mitochondrialnej (Ryc. 4.27
B).
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Rys. 4.27. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu NNMT na mase¢ mitochondrialng (A) oraz potencjal
wewnetrznej blony mitochondrialnej (B) w komérkach HAEC
Mas¢ mitochondriow oceniano z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej Mitotracker Green a
potencjat btony mitochondrialnej z wykorzystaniem sondy JC-1. Kazdy shupek oznacza wartos¢
srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej kontroli nie traktowanej LPS, dla
ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie w postaci linii poziome;.
Kontrolg dla komorek traktowanych zarowno si-scrambled jak i LPS stanowity komorki traktowane
jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komorek traktowanych si-NNMT oraz LPS stanowity
komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do odpowiedniej kontroli —si-scrambled
Iub si-NNMT) (n=4)

Niewielkie zmiany potencjatu blony mitochondrialnej zdaja si¢ wskazywaé, ze
wydolnos$¢ energetyczna mitochondriéw w komorkach traktowanych LPS nie jest naruszona w
sposob istotny.

Zmianom struktury mitochondriow towarzysza niewielkie zmiany wybranych

parametrow funkcjonalnych okreslajacych wydajnos¢ oddychania komérkowego. W obecnosci
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LPS w komorkach z niezmieniong ekspresja NNMT obserwowano tendencje spadkowg
zapasowe] pojemnosci oddechowej (ang. spare respiratory capacity), liczonej jako rdznica
pomiedzy wynikiem maksymalnym oddychania a wynikiem podstawowym. Efektu takiego nie
obserwowano w komorkach z wyciszeniem genu NNMT (Ryc. 4.28 A). Tendencja ta byla

szczegOlnie wyrazna po 6 godzinach inkubacji, ale nie uzyskata ona istotnosci statystyczne;.
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Rys. 4.28. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujgcego NNMT na mitochondrialng zapasowa pojemnos$é
oddechowg oraz wydajnos$¢ sprzegania mitochondriow w komérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zarowno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komorek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowily komorki traktowane jedynie si-NNMT. (C) Przyktadowy pomiar na
urzadzeniu Seahorse. * - p<0,05 (w stosunku do odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT)
(n=3)

Podobnie, wydajno$¢ oksydacyjnej fosforylacji (ang. mitochondrial coupling
efficiency), ktora jest wyrazona jako stosunek réznicy miedzy szybkoscia oddychania po
zahamowaniu ATP-azy oligomycyna do szybkos$ci zuzywania tlenu w stanie podstawowym
wyrazony w procentach jest tylko nieznacznie zmieniona pod wptywem LPS. Chociaz
uzyskano istotno$¢ statystyczng efektu LPS w komodrkach z wyciszong ekspresja NNMT to efekt
ten nie przekracza kilku procent. Uzyskane wyniki moga sugerowaé nieznacznie lepsza
wydajno$¢ energetyczng komorek z wyciszonym genem NNMT niz komodrek kontrolnych po
podaniu LPS moze na skutek ich mniejszej wrazliwosci na LPS (Ryc. 4.28 B) ale nie jest

oczywiste czy tak mate r6znice majg znaczenie biologiczne.
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4.2.2.2. Metabolity glikolizy i cyklu Krebsa oraz fosfonukleozydow
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Rys. 4.29. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom metabolitow glikolizy oraz
cyklu Krebsa w komérkach HAEC
Wykresy typu ,,cross-over” przedstawiaja wzgledne zmiany ilo$ci wybranych metabolitow w danym
punkcie czasowym w stosunku do przyjetej kontroli. Poziom metabolitow oceniano metodg HPLC-
MS. Kazdy punkt oznacza wartos¢ §rednig =SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktérej przyjeto warto§¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. Wyniki uzyskano we wspotpracy
z dr. Adamem Jagielskim z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. * - p<0,05 (w stosunku
do odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT) dla n=3
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W komoérkach traktowanych scrambled RNA inkubacja z LPS powodowata drastyczny
spadek zawarto$ci wszystkich metabolitow cyklu Krebsa oraz posrednikow glikolizy juz po 0,5
godz. inkubacji z LPS. Zmiany te, z niewielkimi wahaniami utrzymywaty si¢ co najmniej do
6-tej godziny doswiadczenia natomiast po 24 godz. profil metabolitéw ulegal odwroceniu i w
znacznej mierze normalizacji (Ryc.4.29).

W komorkach z wyciszonym NNMT podobne tendencja spadkowa utrzymywata si¢ do
czwartej godziny traktowania LPS po czym nastepowal stopniowy powrot do stanu zblizonego
do wyjsciowego (Ryc. 4.29).

Mimo faktu, ze sama procedura wyciszania (czyli podawania komorkom
oligonukleotydow scrambled RNA) ma wpltyw na profil zmiany zawarto$ci metabolitow
glikolizy i1 cyklu Krebsa w odpowiedzi na LPS, uzyskany obraz potwierdza, ze powr6t do stanu
wyjsciowego w obecnosci LPS jest szybszy w komorkach z wyciszonym genem NNMT niz w
komorkach kontrolnych (scrambled RNA).

Fakt, ze samo wyciszanie genu NNMT (bez traktowania komoérek LPS) powoduje
obnizenie poziomu niektorych metabolitow szczegdlnie bedacych posrednikami w cyklu

Krebsa (Ryc. 4.30) dodatkowo utrudnia interpretacj¢ pozostatych wynikow przedstawionych

rycinie 4.29.
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Rys. 4.30. Wplyw wyciszenia NNMT na poziom metabolitow glikolizy oraz cyklu Krebsa w komérkach
HAEC
Metabolity oznaczano metoda HPLC-MS. Kazdy punkt oznacza warto$¢ srednig +SD dla wzgledne;j
zmiany w stosunku do kontroli (komorki traktowane si-scrambled), dla ktorej przyjeto wartos¢ 100%
i przedstawiono graficznie na wykresie w postaci linii poziomej. Wyniki uzyskano we wspolpracy z dr.
Adamem Jagielskim z Wydzialu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. * - p<0,05, n=3
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Rys. 4.31. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom AMP, ADP oraz ATP w
komérkach HAEC
Stezenie nukleotydow wyznaczano przy pomocy detektora UV-VIS. Kazdy punkt oznacza warto$¢
$rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej kontroli nie traktowanej LPS, dla
ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie w postaci linii poziome;.
Kontrole dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS stanowily komorki traktowane
jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komorek traktowanych si-NNMT oraz LPS stanowity
komorki traktowane jedynie si-NNMT. Wyniki uzyskano we wspotpracy z dr. Adamem Jagielskim z
Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. * - p<0,05 (w stosunku do odpowiedniej kontroli —
si-scrambled lub si-NNMT) dla n=3

Ocena wzglednych zmian zawarto$ci nukleotydéw adeninowych pod wplywem LPS

wskazuje jedynie na nieznaczne istotne rdznice zard6wno w komorkach traktowanych

scrambled RNA jak i ze specyficznym wyciszeniem NNMT. Tylko w przypadku ATP jego
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poziom byt zauwazalnie obnizony w komorkach kontrolnych (scrambled RNA) poddanych
dziataniu LPS (Ryc. 4.31).

Wyciszenie NNMT wydaje si¢ sprzyja¢ przestawieniu si¢ komorek na metabolizm
beztlenowy, na co wskazuje podwyzszona podwyzszony poziom metabolitow posrednich (ryc.
4.29) oraz nieco wigksza zawarto$¢ mleczanu po 24 godzinach inkubacji z LPS (Rys.4.32). Jak
juz wspomniano wczesniej, oznaczanie stezenia mleczanu jedynie wewnatrz komorek, bez
uwzglednienia frakcji pozakomoérkowej pozwala jedynie na przyblizong oceng obserwowanych
roznic.

A si-scrambled B Si-NNMT

300+ * 600

N
o
o
1
-
(=]
(=]
1

% kontroli
% kontroli

N

o

(=]
1
*

-
(=]
o

=g :
1 I l
05 1 2 3 4 5 6 24 05 1 2 3 4 5 6 24
czas inkubacji z LPS [h] czas inkubacji z LPS [h]

Rys. 4.32. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom mleczanu w komérkach HAEC
Stezenie mleczanu oznaczono przy pomocy techniki HPLC-MS w komorkach traktowanych si-
scrambled (A) oraz komorkach poddanych wyciszeniu genu kodujacego NNMT (B). Kazdy punkt
oznacza warto$¢ srednig £SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej kontroli nie
traktowanej LPS, dla ktdrej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie w postaci
linii poziomej. Kontrole dla komorek traktowanych zardwno si-scrambled jak i LPS stanowily komorki
traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komorek traktowanych si-NNMT oraz LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. Wyniki uzyskano we wspotpracy z dr. Adamem
Jagielskim z Wydziatu Biologii Uniwersytetu Warszawskiego. * - p<0,05 (w stosunku do odpowiednie;j
kontroli — si-scrambled 1ub si-NNMT) dla n=3

4.2.3. Pomiar naptywu pojemnosciowego wapnia w komérkach HAEC

Regulacja sygnalizacji wapniowej jest obok wytwarzania ATP jednym z
najwazniejszych zadan mitochondridéw, wymagajacym zdolnosci mitochondridow to tworzenie
odpowiedniego potencjatu protonowego na btonie wewnetrznej. Natomiast pojemnosciowy
naplyw jonéw Ca®" (SOCE) jest zlozonym procesem wymagajacym spdjnego dzialania
siateczki $rddplazmatycznej, btony plazmatycznej komoérek oraz mitochondriow. Dlatego w
Swietle wczesniej uzyskanych wynikow dotyczacych przede wszystkim zmiany organizacji
sieci mitochondrialnej, ale tez zwigkszenia udziatu glikolizy w komorkach traktowanych LPS
(por. Ryc. 4.9) w niniejszej pracy sprawdzono czy LPS zmienia szybko$¢ SOCE, a jezeli tak,
to czy wyciszenie genu kodujacego NNMT ma wplyw na ten efekt (Ryc. 4.33).
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. W komorkach kontrolnych zaobserwowano znacznie mocniejszy i szybszy naptyw
pojemno$ciowy jonéw wapnia po inkubacji z LPS we wszystkich punktach czasowych.
Natomiast w komodrkach z wyciszonym NNMT skutek podawania LPS byl nieznaczny i
wykazujacy raczej tendencj¢ zmniejszajacg odpowiedz wapniowa komorek. Wyniki pokazane

na Ryc. 4.33 potwierdzajg oba przypuszczenia, natomiast nie wyjasniajg mechanizmu tego

dziatania.
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Rys. 4.33. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na naplyw pojemno$ciowy joné6w wapnia
w komérkach HAEC
Stezenie jonéw wapnia w komorkach oznaczano przy pomocy sondy FURA-2. (A) Szybko$¢ naptywu
pojemnosciowego jondw wapnia, (B) maksymalne st¢zenie jonéw wapnia w cytosolu. Kazdy stupek
oznacza warto§¢ Srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej kontroli nie
traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto warto§¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie w postaci
linii poziome;j. Kontrolg dla komérek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS stanowily komorki
traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komodrek traktowanych si-NNMT oraz LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. Przykladowy przebieg pomiaru naptywu
pojemnosciowego wapnia w komorkach traktowanych scrambled siRNA (C) oraz siRNA
specyficznycm dla NNMT (D). * - p<0,05 (w stosunku do odpowiedniej kontroli si-scrambled lub si-
NNMT); # p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi na LPS komorek traktowanych si-scrambled
oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji (n=3)

79



4.2.3.1. Aktywacja srodblonkowej syntazy tlenku azotu

Produkcja i wydzielanie tlenku azotu jest jedna z podstawowych funkcji komoérek
srédbtonka zwigzanych ze stanem energetycznym komorek oraz homeostaza jondéw wapnia.
Ryc. 4.34 pokazuje wzrost fosforylacji reszty seryny 1177 eNOS, zwigkszajacej aktywnos¢
tego enzymu. Stan ten utrzymywal si¢ w komorkach kontrolnych we wszystkich punktach
czasowych. W komérkach z wyciszonym NNMT wzrost fosforylacji eNOS wystapit jedynie w
poczatkowej fazie inkubacji z LPS
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Rys. 4.34. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na ufosforylowanie eNOS w komorkach
HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktdrej przyjeto warto§¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen

4.2.4. Wplyw wyciszania genu kodujagcego NNMT na markery odpowiedzi na LPS

niezwigzane bezposrednio z metabolizmem energetycznym

Celem przedstawienia ponizszych wynikdéw jest pokazanie, ze obecno$¢ NNMT w

komorkach moze mie¢ kluczowe znaczenie dla wielu procesow, niekoniecznie bezposrednio ze
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sobg zwigzanych, zatem enzym ten stanowi jedno z centréw regulacyjnych w prawidiowych
komorkach $rodbtonka. Jak pokazano, niektore z efektéw traktowania komorek LPS sg mnie;j

a inne bardziej wyrazne w komorkach z wyciszonym genem NNMT.

4.2.4.1. NNMT a markery autofagii i stresu siateczki srodplazmatycznej
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Rys. 4.35. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom bialek (A) ATF4 oraz (B) Grp78
w komoérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktdrej przyjeto warto§¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji

(n=4). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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ATF4 (aktywujacy czynnik transkrypcyjny 4) uczestniczy w zmniejszeniu stanu
zapalnego wywotanego przez LPS [Li i wsp., 2021]. A zatem zwig¢kszenie jego stezenia w
komoérkach z wyciszonym NNMT i traktowanych LPS (Ryc. 4.35) moze sugerowaé udziat
NNMT w przeciwzapalnej odpowiedzi komorek §rodblonka. Podobne znaczenie moze mieé
zmiana zawarto$ci Grp78 (biatko regulowane glukoza o masie 78kDa).

W przypadku biatka elF2a (eukariotyczny czynnik inicjacji translacji alfa) traktowanie
komoérek LPS powodowato zwickszenie stopnia fosforylacji reszty seryny 51 miedzy 3 a 5
godzing inkubacji w kontroli (scrambled RNA) i1 dopiero po 24 godz. w komorkach z
wyciszonym genem kodujagcym NNMT.
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Rys. 4.36. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na ufosforylowanie eIF2a w komérkach
HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Zarowno w komorkach kontrolnych jak 1 wyciszonych zaobserwowano wzrost poziomu
biatka LC3 o/ (ubikwitynopodobne biatko zwigzane z mikrotubulami alfa/beta), bedacego
markerem autofagii, w odpowiedzi na inkubacje z LPS 0,5 godz.-24 godz. (Ryc. 4.37). Wynik
ten jest zgodny z doniesieniami literaturowymi, ktore wskazujg na mozliwos¢ aktywacji przez
LPS nie tylko $ciezki prowadzacej do apoptozy ale 1 autofagii, bedacej procesem prozyciowym.
W proces autofagii zaangazowany jest szereg bialek na czele z bekling 1, p62 oraz rodzing

bialek ATG.
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Rys. 4.37. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujgcego NNMT na poziom biatka LC3-1I o/p w komérkach
HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiednie;j
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrolg dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT) (n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu
Western blot dotycza pojedynczych reprezentatywnych do§wiadczen
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LPS wplywal na zmieniajgce si¢ w czasie zwigkszenie poziomu bekliny 1

odpowiadajacej za inicjacj¢ powstawania autofagosomu, w obydwu badanych modelach (Ryec.

4.38).
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Rys. 4.38. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom bekliny 1 w komérkach HAEC

biatek

Kazdy stupek oznacza warto$¢ srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiednie;j
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zardwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komorek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowily komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT). Umieszczone pod wykresem wyniki testu
Western blot dotycza pojedynczych reprezentatywnych doswiadczen

Wyciszenie genu NNMT wptyneto takze na wzorzec ilosci zwigzanych z autofagia

ATG3 (Ryc. 4.39A) oraz ATG16L (Ryc. 4.39B) w odpowiedzi na LPS. Dodatkowo

wykazano znaczne nagromadzanie si¢ biatka wigzacego ubikwityne p62 w komorkach z

niezaburzong ekspresja NNMT (Ryc. 4.40). Ta obserwacja wskazuje na potencjalng role NNMT

w kontroli przezywalnos$ci komorek. Zalezno$¢ zmian poziomu czynnika transkrypcyjnego

Nrf2 (Ryc. 4.41), w komorkach traktowanych LPS od poziomu ekspresji genu NNMT zdaje si¢

potwierdzac te sugestig.

84



A ATG3

# # # #
300+
— 200-
[
¥ 100_ mew si-scrambled
m si-NNMT

05 1 2 3 4 5 6 24

czas inkubaciji z LPS [h]
LPS si-NNMT + LPS

serrK 05 1h 2 3h 4h Sh G6h  24h wi NMTK 0% b 2 5 4 S 6 26

ATG3 ATG3 P -
(40kDa) “wm TED TEn S S S S S — (40 kDa) — e b el o
FAKODY e s — ———— —— pakiyna I S
B
ATG16L
# # # # # #
2001 " "

% kontroli

e si-scrambled

= s5i-NNMT

0,5 1 2 3 4 5 6 24
czas inkubacji z LPS [h]

si-NNMT + LPS
*serK NNMTK 0Sh b 2h 3b 4 5h 6b 24h

LPS

ser-K 05h 1h 2h 3h 4h  S5h 6h  24h
ATGI6L

ATGI16L
(66kDay - - — - (66kDa) W TR TR BN BN 8N 0 e S .-
Pakin - — - — S S S— S— — Bakivna S ——— —— —— — —

Rys. 4.39. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom (A) ATG3 oraz (B) ATG16L w
komoérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komorek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komoérek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowity komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled Tub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen
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Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na poziom bialka p62 w komérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ $rednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiedniej
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zaréwno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrole dla komorek traktowanychsi-
NNMT oraz LPS stanowily komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunkudo
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen

Dodatkowo w komodrkach z obnizonym poziomem NNMT traktowanych LPS

wykazano zmniejszone nagromadzanie si¢ struktur komoérkowych o odczynie kwasowym

(takich jak lizosomy czy autolizosomy). (Ryc. 4.42).
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Rys. 4.41. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na ufosforylowanie czynnika
transkrypcyjnego Nrf2 w komérkach HAEC
Kazdy stupek oznacza warto$¢ srednig +SD dla wzglednej zmiany w stosunku do odpowiednie;j
kontroli nie traktowanej LPS, dla ktorej przyjeto wartos¢ 100% i przedstawiono graficznie na wykresie
w postaci linii poziomej. Kontrole dla komoérek traktowanych zarowno si-scrambled jak i LPS
stanowity komorki traktowane jedynie si-scrambled, natomiast kontrolg dla komorek traktowanych si-
NNMT oraz LPS stanowily komorki traktowane jedynie si-NNMT. * - p<0,05 (w stosunku do
odpowiedniej kontroli — si-scrambled lub si-NNMT); # - p<0,05 dla wyniku poréwnania odpowiedzi
na LPS komorek traktowanych si-scrambled oraz si-NNMT w danym punkcie czasowym inkubacji
(n=5). Umieszczone pod wykresem wyniki testu Western blot dotycza pojedynczych
reprezentatywnych doswiadczen

Biochemiczne podstawy tych zmian sg trudne do wyjasnienia, ale wskazuja na istotng
role NNMT w odpowiedzi komorek na LPS szczegdlnie w kontekscie aktywacji szlakow
zwigzanych z przezywaniem lub $miercig komoérek. pozwalajg na szerokie przedyskutowanie

znaczenia tego enzymu na tle piSmiennictwa.
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Rys. 4.42. Wplyw LPS oraz wyciszenia genu kodujacego NNMT na tworzenie si¢ struktur komoérkowych o
odczynie kwasowym w komoérkach HAEC
Komorki HAEC traktowane siRNA specyficznym dla NNMT lub scrambled siRNA — kontrolne oraz
dodatkowo inkubowane z 100 ng/ml LPS przez 6 godz. lub 24 godz., wybarwione LysoTracker Deep
Red (lizosomy) oraz Hoechst 33342 (jadra komorkowe)
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S. DYSKUSJA

Sepsa jest ztozonym zespotem zapalnym, bedacym ostrg odpowiedzig organizmu na
zakazenie. Mimo znacznego postgpu W zrozumieniu patogenezy 1 rozwoju metod
terapeutycznych sepsy stan ten nadal stwarza powazne zagrozenie zycia. Badania nad sepsa
skupiajg si¢ na identyfikacji biomarkeréw, rozwoju terapii ukierunkowanych na mechanizmy
zapalne, optymalizacji gospodarki elektrolitowej i wspieraniu uktadu odpornosciowego [ Angus
1 van der Poll, 2013]. Badania podstawowe prowadzone w warunkach in vitro przyczynity si¢
znacznie do postepu w rozumieniu mechanizmdw sepsy niemniej wiele pytan dotyczacych tego
stanu jest bez odpowiedzi.

W badaniach prowadzonych na komoérkach srédbtonka czgsto wykorzystuje sig
lipopolisacharydy (LPS) jako narzedzie do wywotania odpowiedzi zapalnej i reakcji uktadu
odpornosciowego. Dobor odpowiedniego stezenia LPS w doswiadczeniach in vitro ma
kluczowe znaczenie dla odzwierciedlania warunkow zblizonych do sytuacji in vivo. W
literaturze istniejq liczne doniesienia koncentrujace si¢ na ustalaniu optymalnych stezen LPS, z
uwzglednieniem réznych typow komorek oraz celow badawczych i oczekiwanej odpowiedzi

komorkowej [Schildberger 1 wsp., 2013; Yang 1 wsp., 2020].

Wplyw LPS na komorki HAEC z niezmieniona ekspresja genu NNMT
Odpowiedz na stres

Typowe stezenie LPS uzywanego w badaniach na komorkach srodbtonka miesci sig¢ w
zakresie od 1 ng/ml do 1 pg/ml [Dayang i wsp., 2019; Zheng 1 wsp., 2018; Zyrianova 1 wsp.,
2021]. LPS podawany w zbyt wysokim stezeniu moze by¢ toksyczny dla komorek, indukowaé
apoptoz¢ lub inny rodzaj $mierci komoérkowej. W celu badania adaptacyjnej odpowiedzi
komorek pozwalajacej na ich przezycie wlasciwe jest stosowanie LPS w niskich stezeniach. W
niniejszej pracy testowano wptyw LPS w stezeniu 100 ng/ml oraz 1 pg/ml i w obu przypadkach
obserwowano podobng stymulacj¢ wytwarzania biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1
bedacymi markerami odpowiedzi prozapalnej, natomiast nie obserwowano istotnego wptywu
na przezywalnos¢ komoérek. Dlatego w dalszych badaniach stosowano LPS w stgzeniu 100
ng/ml, przyjmujac jako zasade traktowanie komorek najstabszym bodZzcem wywotujacym
pozadany efekt. Takie podejscie pozwala na zminimalizowanie dodatkowych niepozadanych

efektow.
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Badania wykonane przez inne zespoly wykazaty, ze w komorkach s$rodbtonka
traktowanych LPS zachodzi zwigkszona ekspresja genu kodujacego COX-2, co jest zwigzane
odpowiedzig zapalng. COX-2 jest enzymem odpowiedzialnym za przemiang kwasu
arachidonowego w prostaglandyny, ktore pelnig wazne funkcje w procesach zapalnych. W
jednym z badan przeprowadzonym na bydlecych komodrkach s$rodbtonka aorty (BAEC)
stwierdzono, ze ekspresja COX-2 zostata zwigkszona po podaniu LPS, co prowadzito do
zwigkszonego wytwarzania prostaglandyn i wzmozonej proliferacji komorek [Akarasereenont
1 wsp., 1995]. Inne badanie wykazato, ze inhibitory COX-2 moga hamowaé proliferacje
indukowana przez LPS [Jasiak i wsp., 2017]. W niniejszej pracy rOwniez obserwowano istotny
wzrost poziomu COX-2 w odpowiedzi na traktowanie LPS, przy czym szczytowy efekt byt
widoczny po 6 godzinach ze znacznym spadkiem, lecz wciagz nie do poziomu wyjsciowego w
24-tej godzinie doswiadczenia. Wynik ten wraz z poprzednimi dotyczacymi ICAM-1 1 VCAM-
1 potwierdza indukcj¢ stanu zapalnego w komérkach HAEC traktowanych LPS, w sposob nie
wplywajacy na ich przezywalnos¢. W badaniach opisywanych w niniejszej dysertacji komorki
byly wykorzystywane po uzyskaniu 100% konfluencji, co utrudniato badanie wptywu LPS na
ich proliferacje.

Szeroko opisywane w literaturze jest takze towarzyszace stanom zapalnym zjawisko
stresu oksydacyjnego w komodrkach, w szczegdlnosci obserwowane w odpowiedzi na LPS
[Zheng i wsp., 2022]. Stres oksydacyjny jest wynikiem nadmiernego wytwarzania reaktywnych
form tlenu w stosunku do aktywnosci mechanizméw antyoksydacyjnych. Gtéwnymi zrédtami
RFT w komorkach sg enzymy oksydoredukcyjne takie jak oksydaza NADPH, cyklooksygenaza
1 syntazy tlenku azotu (NOS), a takze kompleksy enzymatyczne tancucha oddechowego [Joffre
1 Hellman, 2021]. Mechanizmy obronne komoérek w tym komorek srodbtonka zapobiegajace
stresowi oksydacyjnemu obejmuja enzymy antyoksydacyjne oraz niskoczasteczkowe
przeciwutleniacze zwane wymiataczami wolnych rodnikéw. Oksygenaza hemowa (HO)
katalizuje przemian¢ hemu w bilirubine, tlenek wegla (CO) i1 zelazo. Wykazano, ze w
komorkach §rodbtonka LPS moze indukowac ekspresje genu jednej z izoform HO (HO-1),
ktéra wykazuje dziatanie antyoksydacyjne i przeciwzapalne [Chen i wsp., 2015]. Znany jest
takze pozytywny wplyw LPS na aktywno$¢ dysmutaz ponadtlenkowych, zarowno manganowej
(MnSOD) [Tang i wsp., 2013] jak i miedziowo-cynkowej (Cu/ZnSOD) [Kong i Fanburg, 1992]
w komorkach, polegajacy na stymulacji wytwarzania tych enzyméw. W przypadku Cu/ZnSOD
efekt ten byl widoczny tylko w komoérkach proliferujagcych [Kong 1 Fanburg, 1992], co moze
ttumaczy¢ fakt, Ze w niniejszej pracy obserwowano jedynie nieznaczng tendencj¢ wzrostowa

ilosci tego enzymu. Stwierdzono natomiast istotny, zalezny od czasu inkubacji wzrost poziomu
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zarowno HO-1 jak 1 MnSOD, co jest zgodne z doniesieniami cytowanych autoréw. Ponadto
badania Shih i Yang [2010] wykonane z wykorzystaniem komorek §rodbtonka mézgu myszy
sugeruja, ze oksygenaza hemowa 1 moze hamowac¢ ekspresje COX-2 stymulowang przez LPS,
co moze by¢ jednym z potencjalnych mechanizméw wyjasniajacych spadek poziomu COX-2
po 24 godzinach inkubacji komorek z lipopolisacharydem (por. Ryc. 4.3).

Ocena wzglednego poziomu reaktywnych form tlenu trzema ré6znymi metodami nie
wykazata jednak zadnych istotnych rdéznic, takze w sytuacji, gdy LPS byt podawany do
komorek jednoczesnie z sondg na poédt godziny przed pomiarem, co wykonano w celu
uchwycenia ewentualnej natychmiastowej odpowiedzi. Jest to prawdopodobnie zwigzane z
duza aktywno$cig systemoéw antyoksydacyjnych w badanych komorkach, utrzymujacych
niezmieniony poziom RFT nawet w warunkach umiarkowanego (nie wplywajacego na
przezywalno$¢ komorek) stresu wywolanego LPS. Ponadto, w komorkach s$rodblonka
naczyniowego gtdéwnym sposobem przeksztatcania energii i wytwarzania ATP jest glikoliza
[De Bock i wsp., 2013]. Dzigki temu, $rodbtonek majacy duza dostgpnos¢ do tlenu
transportowanego przez krew nie zuzywa go, a stosunkowo niewielka intensywno$¢
metabolizmu tlenowego ogranicza wytwarzanie reaktywnych form tlenu [Wilson 1 wsp., 2022].
Oksydacyjna fosforylacja jest wazng i ale nie jedyna funkcja mitochondriow we wszystkich
typach komoérek, w tym takze srodbtonkowych. Badania ostatnich lat dowodza znaczacej roli
tych organelli w takich procesach blisko zwigzanych ze $rodbtonkiem jak gojenie si¢ ran
[Schiffmann 1 wsp., 2020], transport kwasow ttuszczowych przez §ciang naczyn [Ibrahim i
wsp., 2020], angiogeneza [Diebold i wsp., 2019] czy rozkurcz migéni gtadkich tetnic [Wilson 1
wsp., 2022].

Mitochondria

Jak wspomniano we Wstgpie do tej dysertacji, mitochondria sg organellami
charakteryzujagcymi si¢ znaczng dynamikg nie tylko w znaczeniu metabolicznym, ale tez
dotyczaca zmian organizacji przestrzennej] w komoérce. Ponadto moga ulega¢ degradacji na
drodze mitofagii lub powstawaé de novo. Zmiany te zachodza w warunkach normy, a ich
natezenie zmienia si¢ w cyklu komorkowych, a takze w odpowiedzi na stan metaboliczny
komorki. Co wazne, ekspozycja komorek na czynniki stresujace i toksyczne ma czgsto wptyw
na te procesy. Wsrdd nich opisywany byt wptyw LPS na strukture i funkcj¢ mitochondriow
poprzez zaburzenie procesOw fuzji/fragmentacji [Forrester 1 wsp., 2020], oddychania
komoérkowego [Vuda i1 wsp., 2011] czy fosforylacji ADP [Han i wsp., 2023]. Wyniki badan

przeprowadzonych z wykorzystaniem mikroskopii konfokalnej i przedstawionych na rycinie
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4.5 wskazuja na przejsciowo zwigkszong tendencj¢ do fragmentacji oraz perinuklearnej
lokalizacji mitochondriéw po 6 godzinach inkubacji komoérek z LPS. Efekt ten zanikal po 24
godzinach traktowania lipopolisacharydem. To moze sugerowaé aktywacje procesOw
adaptacyjnych komoéorek HAEC po wczesnej ostrej odpowiedzi na LPS, prowadzacych do
normalizacji procesu fuzji/fragmentacji mitochondriéw. Wyniki badan opisane przez Forrester
1 wsp. [2020] wskazuja na to, ze fragmentacja mitochondriow moze mie¢ wptyw na indukcje
stanu zapalnego poprzez aktywacjc VCAM-1 na S$ciezce zaleznej od NF-kB. Wyniki
przedstawione na rycinie 4.3 F wskazuja, ze istotne zwigkszenie poziomu VCAM-1
obserwowane w 6 godzinie inkubacji z LPS, ulega znacznemu zmniejszeniu po 24 godzinach,
co pokrywa si¢ w czasie ze zmianami struktury mitochondriéw. Jednak w przypadku ICAM-1
takiej zmiany w czasie nie obserwowano (Ryc. 4.3 E).

Zmianom struktury mitochondridow nie towarzyszyla zmiana ich masy w komorce (patrz
Ryc. 4.6). Sugerowaloby to, ze procesy biogenezy i degradacji mitochondridéw réwniez
pozostaja w roéwnowadze pomimo zmian architektury sieci mitochondrialnej. Doniesienia
literaturowe dotyczace tego zagadnienie r6znig si¢ znacznie w zaleznos$ci od uzytego modelu
doswiadczalnego. W badaniach in vitro przeprowadzonych na makrofagach obserwowano
wzrost masy mitochondrialnej w odpowiedzi na LPS [Ji i wsp., 2021; Yu 1 wsp., 2020].
Odmienne wyniki uzyskano natomiast w badaniach bioptatow pochodzacych od pacjentow z
ostrym uszkodzeniem nerek spowodowanych sepsa, w ktorych stwierdzono istotne obnizenie
masy mitochondrialnej [van der Slikke i wsp., 2021]. Z kolei Widdrington i wsp. [2018] nie
wykryli Zadnych réznic dotyczacych masy mitochondriow w monocytach cztowieka
traktowanych LPS. A zatem wydaje si¢, Ze zmiana masy mitochondrialnej pod wptywem stresu
jest cechg specyficzng dla okreslonego typu komoérek 1 zapewne nie jest typowa dla srodbtonka.
Frisard 1 wsp. [2015] opisali wyrazny hamujacy wpltyw LPS podawanego w bardzo niskim
stezeniu (50 pg/ml) na oddychanie mitochondrialne w komoérkach mioblastow C2C12 oraz
pierwotnych ludzkich miotubach. Efektowi temu towarzyszyto zwickszenie ilosci bialtek
antyoksydacyjnych w tym dysmutazy ponadtlenkowej. Obserwowane zmiany byly zapewne
skutkiem zwigkszonego wytwarzania reaktywnych form tlenu, gdyz po podaniu
antyoksydantow obserwowany efekt ulegal zmniejszeniu. Rowniez w badaniu na komodrkach
srodbtonka (HUVEC) wykazano niewielki hamujacy wptyw LPS podawanego w st¢zeniu 1
pug/ml (a wiee wyzszym niz w niniejszej rozpraw) na szybkosc¢ pobierania tlenu. [ Frisard i wsp.,
2015]. W niniejszej pracy obserwowano jedynie tendencje spadkowa wszystkich
wyznaczanych parametrow oddychania mitochondrialnego (bazowe, maksymalne, minimalne),

jednak bez uzyskania istotnosci statystycznej. Co ciekawe, wyniki badan opublikowane przez
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Karan 1 wsp. [2020] sugeruja, ze aktywnos$¢ kompleksow oddechowych mitochondridow moze
aktywnie regulowa¢ odpowiedz prozapalng komorki na LPS, a nie jedynie ulega¢ zaburzeniom
funkcji w obecnosci lipopolisacharydu. Sugeruje to interesujacy mechanizm sprzezenia

zwrotnego, w kompleksowej odpowiedzi komorek na stres.

Metabolity glikolizy i cyklu kwasow trikarboksylowych

Uproszczona (celowana) analiza profilu metabolitow glikolizy 1 cyklu kwaséw
trikarboksylowych wskazuje, ze traktowanie komorek HAEC LPS powoduje daleko posunigte
zmiany wskazujace na poczatkowe spowolnienie procesOw metabolicznych poprzedzajacych
oksydacyjna fosforylacje, a nastepnie przywrdcenie ich aktywnosci (por. ryc. 4.8).

Zmiany te byly stosunkowo szybkie, poniewaz istotne obnizenie poziomu wigkszos$ci
metabolitow mozna bylo zaobserwowaé juz po 0,5 godzinie inkubacji z LPS po czym
nastgpowat stopniowy powrot do stanu zblizonego do wyjsciowego, co byto osiggane po ok.
24 godz. Dynamika zmian zawarto$ci mleczanu w komodrkach wskazuje na poczatkowe
spowolnienie glikolizy, ktore stopniowo ustgpowato i po 24 godzinach inkubacji z LPS
aktywno$¢ glikolityczna komoérek byta wieksza niz wyjsciowa.

Przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki dotyczace metabolizmu energetycznego
komorek HAEC traktowanych LPS nie s3 w pelni zgodne z doniesieniami innych autorow,
ktorzy obserwowali jednoznaczny wzrost poziomu metabolitow glikolizy 1 jej nasilenie w
odpowiedzi na LPS w komodrkach nowotworowych [Zhang 1 wsp., 2018], monocytach [Lee 1
wsp., 2019] czy makrofagach [Van den Bossche 1 wsp., 2015]. Szybka stymulacja glikolizy
byla takze obserwowana w odpowiedzi komorek mikrogleju na LPS [Cheng 1 wsp., 2021].
Roéznice te mogg wynika¢ zarowno ze specyfiki uzywanego modelu doswiadczalnego jak 1
stezen LPS uzytych do badania, poniewaz odpowiedzi komorek obserwowane przez Zhang i
wsp. [2018] byly szczegdlnie widoczne po zastosowaniu wysokiego stezenia LPS (6 pg/ml).
Nieco inne niz przedstawione w niniejsze] rozprawie wyniki byly opublikowane przez
McGarrity 1 wsp. [2018], ktorzy zauwazyli jedynie nieznaczny wptyw LPS na metabolity
glikolizy w komorkach $rédbtonka HUVEC, mozliwy do zaobserwowania tylko przy
relatywnie wysokim stezeniu LPS (1 pg/ml) albo po wczesniejszej preinkubacji komorek z
interferonem. Podobnie w komorkach $rodblonka tetnicy ptucnej (PAEC), 24-godzinna
inkubacja z LPS prowadzita do wzrostu poziomu metabolitow glikolizy i cyklu Krebsa jednak
w cytowanym badaniu nie brano pod uwage krotszych czasow inkubacji, a zatem potencjalne

wczesniejsze zmiany nie mogly by¢ uwidocznione [Xiao i wsp., 2021].
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Zmieniajacy si¢ w czasie profil ilosci mleczanu (por. Ryc. 4.9) w komorkach jest
zblizony do zmiany stosunku PEP/pirogronian potwierdzajac poczatkowe wyhamowanie, a
nastepnie stymulacj¢ glikolizy. Zmniejszenie aktywnos$ci glikolitycznej komorek pod
wpltywem kilkugodzinnej ekspozycji na LPS jest obserwacja zaskakujaca na tle dostepnego
piSmiennictwa. Natomiast stymulacja tego szlaku oceniona po 24 godzinach traktowania LPS
znajduje potwierdzenie w pracach wielu autoréw. Co wiecej, kinetyka tej zmiany pokazana w
rozprawie, pokrywa si¢ z danymi przedstawionymi przez Lee i wsp. [2019], chociaz nie mozna
wykluczy¢, ze zbieznos¢ ta jest przypadkowa ze wzgledu na inny rodzaj komorek oraz inne
warunki do§wiadczenia.

Wydaje sig¢, ze kluczowym etapem kontrolujacym ,,przeptyw” przez szlak glikolizy i w
efekcie wplywajacym na kinetyke cyklu Krebsa w obecnosci LPS jest reakcja katalizowana
przez kinaze pirogronianow3, ktorej izoforma PKM?2 jest dominujgca w komorkach srodblonka
[Stone 1 wsp., 2018]. Enzym ten katalizuje ostatnig regulatorowa reakcj¢ glikolizy, a jego
aktywno$¢ jest modyfikowana przez szereg drobnoczasteczkowych aktywatoréw i inhibitorow
w tym ATP czy acetylo-CoA. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna mowi¢ o zmianie
aktywno$ci tego enzymu, natomiast nie upowazniaja one do dyskutowania ekspresji jego genu
czy to na poziomie transkryptu czy bialka. Nie jest tez jasne jaki mechanizm jest
odpowiedzialny za spadek jego aktywnos$ci szczegolnie w §wietle doniesien wskazujacych na
pro-glikolityczne dziatanie LPS w réznych rodzajach komoérek [Sangineto 1 wsp., 2024; Yi i
wsp., 2023].

Biorgc pod uwage do$¢ duza skale czasowa, wydaje si¢ prawdopodobne, ze w
komoérkach HAEC podobnie jak w makrofagach [Palsson-McDermott 1 wsp., 2015] LPS
powoduje ostatecznie zwigkszenie ekspresji genu kinazy pirogronianowej, a w konsekwencji
ilosci tego enzymu. Oprocz funkcji enzymatycznej w szlaku glikolizy, kinaza pirogronianowa
uczestniczy w przeprogramowaniu metabolizmu komorki a takze regulacji transkrypcji genow
oraz cyklu komorkowego [Yang W. 1 Lu Z., 2015]. Te aktywnos$¢ przypisuje si¢ dimerom
kinazy, ktére po przedostaniu si¢ do jadra komorki regulujg aktywnos¢ wielu genow, w tym
gendw zwigzanych ze stanem zapalnym (w makrofagach i mikrogleju) [Alves-Filho i wsp.,
2016].

Co wigcej, zmieniajacy si¢ w czasie profil zawarto$ci metabolitéw cyklu kwasow
trikarboksylowych w komorkach traktowanych LPS, pokrywajacy si¢ ze zmianami aktywnos$ci
kinazy pirogronianowej znajduje wsparcie w stwierdzeniu, ze deficyt PKM2 zmienia
metabolizm mitochondriow 1 jest zwigzany z deregulacja wielu szlakow, ktore dostarczaja

metabolitow dla cyklu TCA, w efekcie wptywajac na procesy komorkowe [Stone 1 wsp., 2018].
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Nie jest wykluczone, ze wzgledne zmiany (zwigkszenie) zawartosci metabolitow cyklu Krebsa
w komorkach obserwowane w trakcie przedtuzonej inkubacji z LPS sg konsekwencja re-
aktywacji kinazy pirogronianowej 1 przyspieszenia dostarczania pirogronianu dla
dehydrogenazy pirogronianowej i dalszych przemian mitochondrialnych. Mitochondrialny
metabolizm oksydacyjny pirogronianu jest wspotregulowany z redukcja tego metabolitu do
mleczanu, zachodzaca w cytosolu. Ci sami autorzy wskazuja na dodatkowe funkcje PKM2, w
tym zwigzane z regulacja poziomu S-adenozylometioniny, co moze wpltywaé na metylacje
roznych substratow w tym sktadnikow chromatyny i wptywac na profil ekspresji szeregu genow
[Stone i wsp., 2018]. Ten watek bedzie poruszony nieco pdzniej.

Badania na makrofagach dowodza, ze metabolity cyklu Krebsa takie jak cytrynian
[Ashbrook i wsp., 2015] czy bursztynian [Mills i wsp., 2016] odgrywaja kluczowa role w
indukcji stanu zapalnego zwigzanego z odpowiedzig na LPS, a dzieje si¢ tak prawdopodobnie
z udzialem kompleksow lancucha oddechowego i1 reaktywnych form tlenu. Obnizenie
szybkosci oddychania komorek HAEC inkubowanych w obecnosci LPS (por. Ryc. 4.7) przy
jednoczesnym zwigkszeniu zawarto$ci metabolitdéw cyklu Krebsa i utrzymaniu poziomu ATP
wynika¢ moze z faktu, ze w komodrkach $rodbtonka oddychanie mitochondrialne i w efekcie
tworzenie potencjalu wewngetrznej btony mitochondrialnej sa wykorzystywane raczej w innych
procesach komoérkowych np. sygnalizacji wapniowej 1 zwigzanej z reaktywnymi formami tlenu,
a tylko w malym stopniu na dostarczaniu ATP, ktore powstaje gtownie w czasie glikolizy.

Enzymem $ci§le powigzanym z regulacja metabolizmu energetycznego komorek jest
AMPK. Fan i wsp. [2018] sugerowali, ze LPS moze obniza¢ fosforylacj¢ w pozycji Thr 172, a
tym samym tez aktywnos¢ AMPK u myszy. Réwniez w badaniu na komorkach srodbtonka
EA.hy926 zaobserwowano spadek stopnia ufosforylowania tej kinazy w odpowiedzi na LPS
[Sun i1 wsp., 2017]. Ci sami autorzy wykazali, ze aktywacja AMPK poprzez podanie
naturalnego flawonoidu hypaforyny (ang. vaccariae hypaphorine) powoduje zahamowanie
wytwarzania cytokin prozapalnych w odpowiedzi komorek na LPS. Inni autorzy dowodza
pozytywnego wpltywu aktywacji AMPK z uzyciem egzogennych aktywatorow w modelu
badajacym wplyw LPS na $rodblonek, a ws$rdd nich: utrzymanie ciagtosci bariery
srédblonkowej [Ange 1 wsp., 2020; Zhao i wsp., 2014], ograniczenie stanu zapalnego [Tian i
wsp., 2019], zapobieganie stresowi siateczki $rodplazmatycznej i wytwarzaniu RFT [Hwang 1
wsp., 2017], obnizenie/normalizacj¢ wewnatrzkomorkowego stezenia jonéw wapnia 1
fragmentacj¢ mitochondriow [Cui 1 wsp., 2018].

Traktowanie komdrek HAEC lipopolisacharydem spowodowato wzrost aktywnosci

AMPK (co potwierdzaja takze przedstawione wyniki fosforylacji ACC) zaréwno po 6 jak i 24
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godzinach doswiadczenia. Wynik ten moze sugerowac uruchomienie szlakéw prozyciowych w
komoérkach w odpowiedzi na LPS [Liang i wsp., 2023]. Jako ze wickszo$¢ doniesien opisuje
hamujacy wptyw LPS na AMPK uzyskany wynik stoi w sprzeczno$ci z danymi pis$miennictwa.
Nie mozna jednak wykluczy¢, ze zbadanie odpowiedzi komdérek HAEC na LPS po czasach
krétszych niz 6 godzin datoby pehiejszy obraz zachodzacych zmian. Nie bez znaczenia moze
by¢ tez fakt stosowania stosunkowo niskiego st¢zenia LPS w niniejszych badaniach.

Nieco rzadziej dyskutowanym w konteks$cie regulacji metabolizmu, lecz przez to
szczegblnie interesujgcym biatkiem aktywowanym w szeregu zaburzen z towarzyszacym
stanem zapalnym jest NNMT. Wzrost poziomu NNMT opisywany jest przede wszystkim w
chorobach nowotworowych, POChP, chorobach watroby, nadcisnieniu tetniczym i innych
[Pissios, 2017]. Aktywacja NNMT zwigzana ze stanem zapalnym wydaje si¢ by¢ zatem
niespecyficzna tkankowo, lecz istotna dla przebiegu odpowiedzi komorek na stres. W
komoérkach HAEC rowniez obserwowano znaczny wzrost poziomu NNMT po podaniu LPS,
co pokazuje, ze enzym ten uczestniczy w szlakach zwigzanych z odpowiedzig $rédbtonka na

ten lipopolisacharyd (patrz Ryc. 4.12).

Wplyw LPS na komorki HAEC z wyciszonym genem kodujacym NNMT

Znaczenie NNMT w s$rodbtonku podkreslaja wyniki badan, w ktorych obnizano
ekspresje genu kodujacego to biatko uzyskujac zmniejszenie jego zawartosci w komorkach o
okoto 70%. Wyciszanie tego genu bylo wykorzystywane dotychczas przez innych autoréw
[Campagna 1 wsp., 2021]. Alternatywna metoda obnizania aktywno$ci enzymu moze byc¢
stosowanie inhibitorow tego enzymu [Kannt i wsp., 2021]. Kazda z tych metod oprdcz zalet ma
tez swoje wady. Metody polegajace na trwatym unieczynnieniu (knock-down) genu wymagaja
dhuzszego czasu, a zatem zwigkszaja mozliwos¢ indukcji procesoOw adaptacyjnych lub nawet
selekcj¢ klonow komorek, co moze utrudniad interpretacje wynikow. Natomiast skutecznos¢, a
przede wszystkim specyficzno$¢ inhibitoréw hamujacych aktywnos¢ NNMT nie jest
wystarczajgco dobrze poznana, a wstepne doswiadczenia z tymi substancjami przeprowadzone
w naszej Pracowni wskazaty na ich toksyczno$¢ w stosunku do HAEC. Z tego powodu nie
stosowano ich w tej pracy. Jako metode wyciszania ekspresji NNMT obrano polegajaca na
podawaniu odpowiednio dobranego siRNA. Metoda ta jest stosunkowo szybka i tagodna dla
komorek, a wybrany odczynnik do transfekcji zawierajacy scrambled siRNA nie miat wptywu
na przezywalnos¢ komorek i nie zmieniat znaczaco poziomu badanych biatek. Natomiast w
przypadku badania zawarto$ci wptywu LPS na metabolity metabolitéw roéznica migdzy

odpowiedzig komorek z wyciszonym NNMT oraz traktowanych scrambled RNA jego wpltyw
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nie mogta by¢ calkiem pominigta, na co wskazuje porownanie rycin.4.8 1 4.30 (lewa kolumna).
Skuteczno$¢ wyciszania genu NNMT zostata dodatkowo potwierdzona w badaniu aktywnos$ci
NNMT. Uzyskany wynik wskazuje, ze resztkowa ilos¢ biatka NNMT pozostata mimo
wyciszania genu nie jest wystarczajaca do utrzymania odpowiedniej aktywnosci enzymu w
skali komorki, co w efekcie prowadzi do zmniejszenia wytwarzania nikotynamidu.

Badanie zmian ilosci NNMT w rozszerzonej skali czasowej pokazato, ze po krotszych
czasach inkubacji z LPS (1 godz. i 2 godz.) nastgpuje przejsciowe obnizenie poziomu tego
biatka i po czym odwrocenie takiego trendu 1 wyrazne zwigkszenie iloSci NNMT od piatej
godziny inkubacji. Profil zmian ilosci MNA wydzielonego do pozywki nie jest zgodny ze
zmianami ilo$ci biatka NNMT w komorkach. Istotny spadek poziomu tego metabolitu widac
juz po 30 minutach inkubacji i trend ten utrzymuje si¢ az do piatej godziny wiacznie. W szostej
godzinie inkubacji z LPS zanika istotno$¢ statystyczna obserwowanej rdznicy a po 24
godzinach rdéznica zanika, a zatem przywracany jest pozornie stan wyjsciowy (por. Ryc. 4.15
A 1 B). Nie mozna jednak nie zauwazy¢, ze zmiany te sa bardzo podobne w komorkach
traktowanych siRNA specyficznym dla NNMT jak i scrambled RNA. Ta obserwacja, w
polaczeniu z faktem, ze LPS powoduje dodatkowe obnizenie ilosci MNA powstajacego w
komorkach z wyciszonym genem NNMT (por. Ryc. 4.15) wskazuje na to, ze LPS
prawdopodobnie zmniejsza aktywnos$¢ tego enzymu mimo zwigkszenia ilo$ci bialka
enzymatycznego. Komorki z wyciszonym genem kodujagcym NNMT utrzymujg niski poziom
tego enzymu we wszystkich badanych czasach inkubacji z LPS co pokazuje, Ze LPS nie wplywa
istotnie na wydajno$¢ wyciszania genu.

NNMT katalizuje reakcje metylacji NAM, z wytworzeniem MNA. Ta reakcja zmniejsza
dostepnos¢ NAM dla innych szlakow metabolicznych w tym do resyntezy NAD". W
konsekwencji, aktywno$§¢ NNMT moze prowadzi¢ do zmniejszenia ilosSci NAD" w komorce,
co moze ogranicza¢ metabolizm mitochondriow, zwigksza¢ podatnos¢ na stres oksydacyjny,
powodowaé zaburzenia metaboliczne oraz zaburzenia starzenia komorkowego na drodze
zaleznej od sirtuin [Takahashi 1 wsp., 2022]. Zdaniem Bockwoldta i wsp. [2019] interakcja
pomigdzy NNMT a fosforybozylotransferazag nikotynoamidowa (NAMPT) — kluczowym
enzymem szlaku syntezy NAD" jest odzwierciedleniem “wspolnoty” ewolucyjnej obu biatek.
Interakcja ta mialaby polega¢ na usuwaniu nadmiaru nikotynoamidu przez NNMT, co
zapobiegatoby akumulacji tego metabolitu 1 w konsekwencji prowadzitoby do zmniejszenia
wytwarzania NAD+ i w efekcie hamowania szlakow zaleznych od tego koenzymu Rys. 5.1).
W niniejszej pracy oszacowano poziom NAD" we wszystkich uktadach doswiadczalnych, nie

obserwujac jednak zadnych réznic w jego poziomie. Jak wspomniano wcze$niej, pdzniejsza
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korespondencja z producentem pozywki stosowanej w hodowli komérek HAEC ujawnita, ze
zawiera ono relatywnie wysokie stezenie nikotynamidu, co nie jest uwzglednione w objetym

klauzulg tajnosci skladzie. A zatem, niedobor nikotynamidu jako potencjalnej przyczyny
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Rys. 5.1. Szlak przemian metabolicznych NAD* [w/g Li i wsp., 2024 zmienione]
PARPy — poli-ADP-polimerazy; L-Trp — L-tryptofan; Hcy — homocysteina; SAHaza — hydrolaza S-
adenozylo-1-homocysteiny; NMNAT — adenylotransferaza mononukleotydu adeninonikotynowego
W reakcji katalizowanej przez NNMT drugim substratem jest S-adenozylometionina
jako donor grup metylowych. Chociaz wptyw NNMT na obnizanie poziomu SAM zalezeé
moze od rodzaju komorek jak rowniez 1 od czynnikdéw zewnetrznych, takich jak dieta czy stan
metaboliczny komorek, to wielu autorow wskazuje na wyczerpywanie si¢ puli SAM poprzez
zwigkszenie poziomu/aktywnosci NNMT [Hong i wsp., 2018; Wang i wsp., 2022; Yang i wsp.,
2022]. Ponadto, Hong 1 wsp. [2018] postuluja, ze NNMT moze wptywa¢ na poziom SAM
niezaleznie od swojej aktywnosci enzymatycznej, gdyz nawet wzrost poziomu nieaktywnego
enzymu modulowat stosunek SAM/SAH w hepatocytach. Autorzy postulujg model, w ktorym
NNMT dziata jak ,,rusztowanie”, rekrutujac S-metylotransferaz¢ betainowo-homocysteinowa
(BHMT) oraz adenozylotransferaze metioninowa 1A (MatlA). To wtasnie zblizenie si¢ do
siebie tych enzymdw miatoby by¢ odpowiedzialne za wzmozone przeksztalcanie SAM do SAH

w hepatocytach.
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SAM jest uniwersalnym donorem grup metylowych w komoérce, co oznacza, ze
uczestniczy w roznych szlakach metabolicznych, a zatem zmiany jego dostepnosci moga mieé
przetozenie tez na zmiany wzorca metylacji réznych substancji zaréwno drobno jak i
wielkoczasteczkowych.  Udowodniono, ze zahamowanie NNMT w  komorkach
nowotworowych prowadzito do wzrostu stopnia metylacji fosfatazy PP2A [Palanichamy i wsp.,
2017], a nadekspresja genu kodujacego ten enzym wigzala si¢ z obnizeniem poziomu
wspomnianej metylacji [Wang i wsp., 2022], modulujac tym samym aktywno$¢ PP2A. Biorac
pod uwage fakt, ze PP2A jest nieselektywng fosfatazg, zmiany jej aktywno$ci moga mieé
szeroki wptyw na funkcjonowanie komorek, w tym na ich odpowiedz na czynniki stresogenne
[Avelar i wsp., 2024; Elgenaidi i Spiers, 2019]. Zgodnie z oczekiwaniami, wyciszenie NNMT
w komoérkach HAEC powodowato zwickszenia metylacji PP2A (por. Ryc. 4.17B). Jednakze
podanie LPS niwelowato ten wplyw, powodujac spadek poziomu metylacji PP2A zaré6wno w
komorkach kontrolnych jak i z wyciszonym NNMT sugerujac, ze takie dziatanie LPS jest
dominujace i maskujgce w stosunku do wptywu obnizenia poziomu NNMT na metylacje PP2A
(por. Ryc. 4.18B). Podobny efekt opisany byta przez He i wsp. [2019] ktorzy obserwowali
zmniejszenie metylacji PP2A w makrofagach traktowanych LPS, co moze potwierdzac¢
poprawnos$¢ przedstawianych w niniejszej pracy wynikow chociaz z drugiej strony efekt LPS
na metylacj¢ PP2A w roznych typach komorek nie jest jednakowy, co pokazuja badania
roznych autoréw [Chuang 1 wsp., 2015; Elsayed 1 wsp., 2020; Sun 1 wsp., 2015]. A zatem,
obserwowany w pracy efekt LPS na komorki HAEC nie moze by¢ tlumaczony prostym
wplywem na aktywno$¢ PP2A poprzez zwigkszanie poziomu/aktywnosci NNMT i jak mozna
przypuszcza¢ zmniejszenie dostepnosci SAM.

Zwigkszenie poziomu/aktywnosci NNMT powodowato takze obnizenie stopnia
metylacji histondéw pociagajac za soba zmiany w ekspresji réznych genow w fibroblastach
zwigzanych z nowotworem (o fenotypie CAF) [Eckert i wsp., 2019] a takze w
nienowotworowych komorkach nablonka [Li 1 wsp., 2017]. Podobne efekty uzyskano dla
adipocytow gdzie knock-out NNMT powodowal wzrost metylacji w obrebie histonow 3 1 4
[Kraus i wsp., 2014]. W niniejszej pracy, podobnie jak i w przypadku PP2A, zaobserwowano
wzrost poziomu metylacji lizyny 9 histonu 3 po samym wyciszeniu NNMT. W tym wypadku
jednak, inkubacja z LPS powodowata wzmozenie tej metylacji, a jej wzor byt podobny dla
komorek kontrolnych i z wyciszonym genem kodujacym NNMT, osiagajac szczyt po 5
godzinach. Co zaskakujace, w komorkach z wyciszonym NNMT odnotowano tez nieznaczny
spadek poziomu metylacji H3K9 w punktach czasowych 0,5 godz. i 1 godz., ktéry powracat do

poziomu wyjsciowego, a nast¢gpnie rost w czwartej godzinie inkubacji. Wyniki dotyczace
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wpltywu wyciszenia NNMT na globalng metylacje biatek histonowych i niehistonowych w
komoérkach HAEC sg zatem do$¢ jednoznaczne — obnizenie poziomu tego enzymu prowadzi do
zwigkszenia metylacji roznych akceptorow grupy metylowej. Efekt ten jest jednak przystaniany
przez wptyw LPS, co sugeruje, ze to nie zmiana dostgpnosci donora grup metylowych stoi za
udziatem NNMT w odpowiedzi komorek na stres zwigzany z LPS, a przynajmniej nie w stopniu
zauwazalnym i mogacym by¢ uznany za kluczowy.

Oczekiwany brak wpltywu wyciszania genu kodujagcego NNMT i/lub traktowania
komorek lipopolisacharydem na zawarto$¢ NAD™ w komorkach oraz niespodziewany spadek
metylacji biatek w komorkach traktowanych LPS nie pozwalaja na proste wytlumaczenie
pozytywnych skutkow wyciszania NNMT w oparciu o postulowane mechanizmy: regulacj¢
dostepu NAM do syntezy NAD" oraz zwigkszenie stopnia metylacji wybranych bialek.

Z drugiej strony, przedstawione wyniki nie pozwalaja na catkowite odrzucenie takiej
mozliwo$ci natomiast sklaniaja do zadania pytania, czy wczesniej zidentyfikowane w
komorkach skutki podawania LPS sg w jaki$ sposdb powigzane ze zmianami poziomu NNMT,
czy wydarzenia te s3 ze sobg niezwigzane funkcjonalnie. Ponizej przedstawione wyniki
dos$wiadczen naswietlaja ten problem.

Jak opisano wczesniej, indukcja stanu zapalnego jest jednym z podstawowych
markerow dziatania LPS. Wzrost poziomu I[CAM-1 rozpoczynat si¢ juz w trzeciej godzinie
inkubacji dla komorek kontrolnych, a w czwartej dla komorek z wyciszonym NNMT i
stopniowo narastal w czasie, osiggajac niemal pigciokrotno$¢ poziomu wyjsciowego po 24
godzinach. W wigkszo$ci badanych punktéw czasowych wyraznie wida¢ tendencje §wiadczaca
o zwigkszonej ekspresji ICAM-1 w komorkach z wyciszonym genem NNMT w stosunku do
komorek kontrolnych (scrambled RNA), jednak ze wzgledu na duze odchylenia standardowe
rdznice te nie 0siagaja istotnosci statystycznej. W komoérkach nowotworowych o zwigkszonej
ekspresji NNMT obserwuje si¢ na ogot takze zwigkszony poziom biatek adhezyjnych [Wen 1
wsp., 2021], w tym ICAM-1 [Rudloffi wsp., 2020]. W kontekscie tych badan, uzyskane wyniki
wydaja si¢ nie do konca spojne, gdyz z jednej strony wraz ze wzrostem poziomu NNMT w
komorkach kontrolnych dochodzitlo do wzrostu poziomu ICAM-1, a z drugiej wyciszenie
NNMT nie niwelowato tego wzrostu, a wrecz wydaje si¢, ze go nasilato. To wskazuje, ze
zwigzek migdzy zmiang poziomu NNMT a pojawianiem si¢ biatek adhezyjnych w komodrkach
HAEC nie jest oczywisty. By¢ moze takze w tym przypadku pojawia si¢ efekt maskowania
skutkow wyciszenia NNMT przez globalne dziatanie LPS. Dodatkowo wydaje si¢, ze w
komorkach $srodbtonka NNMT nie jest czynnikiem bezwzglednie koniecznym do rozwoju

stanu zapalnego, cho¢ nie mozna catkiem wykluczy¢ jego znaczenia w tym kontekscie.
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Wzér ekspresji VCAM-1 w odpowiedzi na LPS rdzni si¢ nieco od obserwowanego dla
ICAM-1. Wzrost poziomu tej czasteczki mozna zaobserwowac juz od drugiej godziny inkubacji
z LPS zar6wno w komorkach kontrolnych jak i z wyciszonym genem NNMT. Natezenie tego
zjawiska ros$nie w czasie, osiggajac wartosci szczytowe w piatej i szostej godzinie inkubacji, a
nastepnie spada znaczaco po 24 godzinach, nadal jednak przekraczajac wyjsciowy poziom
danego biatka. A zatem nie zauwaza si¢ wyraznego trendu, ktory mogltby r6zni¢ odpowiedz na
LPS komorek kontrolnych od komdrek z wyciszonym genem kodujagcym NNMT.

Zgodnie z oczekiwaniami LPS doprowadzit do istotnego wzrostu ilo$ci biatka MnSOD
zard6wno w komorkach kontrolnych (od czwartej godziny) jak i z wyciszonym NNMT (od piatej
godziny). Najwigkszy efekt obserwowano po 24 godzinach inkubacji dla obydwu grup.
Ponownie obserwowano tendencje mogaca rézni¢ badane grupy, a mianowicie wzrost poziomu
MnSOD w przypadku komorek z wyciszonym NNMT wydawal si¢ by¢ wolniejszy 1 mniej
drastyczny niz w przypadku komorek kontrolnych. Zmiany te nie sg jednak istotne
statystycznie, co podobnie jak i w przypadku ICAM-1 moze by¢ spowodowane duzymi
odchyleniami standardowymi wynikajacymi z charakteru ekspresji danego genu. Prazek dla
kontroli jest nikly a zatem trudny do detekcji, podczas gdy inkubacja komorek z LPS powoduje
dramatyczne zwigkszenie ilosci tego biatka w komorkach a to sprawia, Zze ocena wzglednych
zmian jest malo precyzyjna. Wptyw LPS na poziom ICAM, VCAM oraz MnSOD zostat juz
wcezesniej przedyskutowany w kontekScie doniesien literaturowych. Brak jest natomiast
dostepnych danych pozwalajacych przedstawi¢ je tutaj dla pordwnania znaczenia NNMT w
aktywacji tych biatek.

Odmienne wyniki otrzymano w przypadku profilu ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej
Cu/Zn-SOD w komorkach traktowanych LPS. Poziom tego enzymu znaczaco roznit si¢ w
komorkach z wyciszonym genem kodujacym NNMT w porownaniu z odpowiedziag komorek
kontrolnych. W komorkach kontrolnych traktowanych LPS istotny wzrost poziomu Cu/Zn-
SOD nastepowat niemal natychmiast (0,5 godz. inkubacji) 1 utrzymywat si¢ co najmniej do
szoste] godziny traktowania LPS po czym powracat do stanu wyj$ciowego, co oceniano po 24
godzinach. Efekt taki nie wystgpowal w komodrkach z wyciszonym NNMT, a roznice miedzy
grupami byly istotne statystycznie. Glownym pytaniem odno$nie tych wynikéw pozostaje
jednak czy brak aktywacji Cu/Zn-SOD po wyciszeniu NNMT mozna traktowac jako oznake
zmniejszonego stresu oksydacyjnego w tych komorkach czy tez ich ostabionego potencjatu
obronnego.

Pewne przypuszczenia odnosnie tego, ktore z powyzszych stwierdzen jest prawdziwe

pozwala wysnuwaé obserwacja pokazujaca, ze w komorkach z wyciszonym NNMT poziom
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mitochondrialnych 1 catkowitych RFT, a takze anionorodnika ponadtlenkowego byly
zdecydowanie obnizone. Co ciekawe, w przypadku traktowania komoérek LPS (przez 0,5 godz.
inkubacji jednoczes$nie z sondg) nie obserwowano roéznic migdzy grupami ani zadnych innych
istotnych zmian poziomu badanych RFT. Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczac, ze
wyciszenie NNMT obniza wyjsciowy poziom reaktywnych form tlenu w komérkach HAEC,
dzieki czemu ewentualne przyspieszenie ich wytwarzania pod wptywem LPS nie powoduje
drastycznego zwigkszania ich poziomu, a zatem nie wymaga istotnej aktywacji mechanizmow
obronnych w postaci enzymow oksydoredukcyjnych jak w przypadku komorek z
niezmienionym poziomem NNMT. Oznaczaloby to, ze wplyw NNMT na wytwarzanie
reaktywnych form tlenu jest inny w komoérkach $rédbtonka niz w komorkach nowotworowych,
gdzie nadekspresja NNMT prowadzila do obnizenia wytwarzania RFT, wspomagajac tym

samym przezywalno$¢ komorek [Yu i wsp., 2020; Zhang i wsp., 2014].

Mitochondria — organizacja sieci

W pierwszej czeséci podrozdziatu Wyniki pokazano, ze LPS powodowat reorganizacje
sieci mitochondrialnej zwigkszajac stopien fragmentacji i udzial mitochondriow o lokalizacji
okotojadrowe;.

Wyrazna roéznica w organizacji sieci mitochondrialnej w komoérkach kontrolnych
(scrambled RNA) 1 z wyciszonym genem NNMT jaka pojawia si¢ w trakcie inkubacji z LPS
wskazuje na istotng role NNMT w organizowaniu architektury mitochondriow.

Chociaz organizacja sieci mitochondrialnej w komorkach kontrolnych (scrambled
RNA) r6zni si¢ od pokazanej na ryc. 4.5 (komoérki wyjsciowe nie poddawane procedurze
wyciszania genu), co sugeruje, ze sama procedura stwarza sytuacje stresowa, to w warunkach
zmniejszonej ekspresji genu NNMT (siRNA) architektura sieci mitochondrialnej w obecnosci
LPS jest wyraznie inna niz w komoérkach traktowanych scrambled-RNA. Chociaz powstata
rozbiezno$¢ komplikuje interpretacje uzyskanego obrazu to istota przedstawionego
dos$wiadczenia 1 sedno wyniku pozostaja zachowane. Wyciszenie genu NNMT zmienia
wrazliwo$¢ sieci mitochondrialnej na LPS.

Wazna obserwacja jest to, ze zmiany organizacji sieci mitochondrialnej wspoétistniaty
ze zmianami poziomu biatek zaangazowanych w procesy fuzji/fragmentacji tych organelli. To
potwierdza spojnos¢ wynikow doswiadczen. Wykazano istotny, nasilajacy si¢ w czasie i
majacy swoj poczatek w drugiej godzinie inkubacji z LPS wzrost poziomu biatka OPA1 w
komorkach kontrolnych, podczas gdy w komoérkach z wyciszonym NNMT zmian takich nie

bylo, a réznice pomiedzy grupami cechowala istotno$¢ statystyczna. Wczesniej Sanchez-
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Rodriguez 1 wsp. [2023] wykazali, ze obnizenie poziomu/aktywnosci NNMT w makrofagach
zaburza metabolizm energetyczny komorek i doprowadza do nagromadzania si¢ metabolitow
cyklu kwasoéw trikarboksylowych. W badaniu Jian i wsp. [2023] LPS znaczaco obnizat poziom
biatka OPA1l w komorkach nabtonka kanalikoéw nerkowych HK-2, co nie znajduje
potwierdzenia w niniejszej pracy (por. Ryc. 4.24). Jednakze, cytowani autorzy traktowali
komoérki LPS w stezeniu 10 pg/ml, co stanowi stukrotno$¢ stezenia uzywanego tutaj i jak
wspomniano wczesniej, moze powodowac znaczace roznice w odpowiedzi komodrek na ten
czynnik, aktywujac inne szlaki takze zwigzane z przezywalnoscig komorek.

Zblizony do opisanego dla OPA1 wzor obecnosci w komoérkach ma tez mitofuzyna 1,
réwniez bedaca GTPaza zaangazowang w proces fuzji mitochondriow, jednakze zakotwiczona
w zewngtrznej blonie mitochondrialnej [Gao i Hu, 2020]. W przypadku tego biatka opisywany
byt wczesniej negatywny wplyw LPS na jego poziom [Verma i1 wsp., 2023; Yu i wsp., 2016].
W przeciwienstwie do tych obserwacji w komorkach HAEC obserwowano istotny wzrost
poziomu mitofuzyny 1 juz po 0,5 godziny inkubacji z LPS, ktéry utrzymywat si¢ az do 6 godzin
wlacznie, istotnie obnizajac si¢ po 24 godzinach (por. Ryc. 4.25). W komorkach z wyciszonym
NNMT nie dochodzito do wzrostu poziomu mitofuzynyl pod wptywem LPS natomiast
zawartos$¢ tego biatka po 24 godzinach inkubacji ulegata obnizeniu 1 byta poréwnywalna do
obserwowanej w komorkach traktowanych LPS z niewyciszonym NNMT. A zatem efekt
wyciszania genu NNMT po 24-godzinnej inkubacji komorek z LPS byt w tym przypadku
niedostrzegalny.

Wydaje si¢, ze zwigkszanie si¢ w czasie ilosci bialek OPA1 1 mitofuzyny 1 moze mieé
znaczenie kompensacyjne w stosunku do szybkiej zmiany sieci mitochondrialnej po podaniu
LPS, umozliwiajace komérkom HAEC przywrocenie wyjsciowe] architektury sieci
mitochondrialnej. W przypadku komorek z wyciszonym NNMT nie dochodzi do uruchamiania
takich mechanizmow, a architektura sieci mitochondrialnej pozostaje mniej podatna na zmiany
wywolane LPS. Dodatkowo, poziom biatka Fisl pozostaje niezmienny w komorkach z
wyciszonym NNMT (obserwowano jedynie nieistotny statystycznie trend spadkowy jego
poziomu). Zgodnie z doniesieniami Yu 1 wsp. [2019], Fisl indukuje fragmentacje
mitochondriow poprzez zablokowanie ich fuzji. W komoérkach kontrolnych obserwowano
jednak podniesiony poziom tego biatka po 4, 6 1 24 godzinach inkubacji z LPS. Zwazajac na
to, ze 6 godzin jest czasem, w ktorym zmiany struktury mitochondrialnej spowodowane LPS
wydaja si¢ najwicksze podniesiony poziom Fisl w tym punkcie czasowym moze nie by¢
przypadkiem. Po 24 godzinach, obserwowano powr6t sieci mitochondrialnej (bardziej

widoczny w komorkach z wyciszonym genem NNMT) do stanu sprzed inkubacji, co mogloby
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sugerowac przywrocenie rownowagi miedzy mechanizmami fuzji/fragmentacji by¢ moze z
przesunigciem tendencji w strone fuzji. Badano takze wptyw LPS i wyciszania NNMT na inne
biatka zwigzane z przebudowg sieci mitochondrialne;j, takie jak Drpl, mitofuzyna 2 czy MFF,
lecz nie obserwowano zadnych zmian i dlatego nie umieszczono tych wyniko6w w niniejsze;j
rozprawie. Zblizony efekt dzialania LPS na mitochondria byl opisany wczes$niej w
makrofagach. Co wigcej, byl on obserwowany rowniez po 6 godzinach inkubacji z LPS w
stezeniu 100 ng/ml, a zatem takim samym jak w przypadku doswiadczen na komérkach HAEC
[Kapetanovic 1 wsp., 2020]. Autorzy ci wykazali, ze LPS aktywowat Sciezke sygnalizacyjng
prowadzaca do wzmozonego wytwarzania biatka Drpl, $cisle zwigzanego z fragmentacjg sieci
mitochondrialnej. Mimo faktu, ze struktura architektura sieci mitochondrialnej komorek
wyjsciowych oraz komoérek kontrolnych (scrambled-RNA) nie jest identyczna (Ryc. 4.514.23)
jak réwniez samo wyciszenie genu NNMT nie jest bez wptywu na siec mitochondrialng, nie
zmienia to faktu, ze w warunkach wyciszenia tego genu odpowiedz na LPS jest “splaszczona”.
Trzymajac si¢ zaproponowanej interpretacji nie mozna jednak nie zastanowi¢ si¢ nad tym co
jest efektem pierwotnym: czy w nieobecnosci NNMT wplyw LPS na architekture
mitochondridow jest z jakiego§ powodu niewielki na tyle, Zze nie dochodzi do zmian ilo$ci biatek
odpowiedzialnych za fragmentacj¢ i fuzje tych organelli, czy tez przeciwnie to brak NNMT
uniemozliwia wlasciwg odpowiedz (wzrost poziomu/aktywnosci) tych biatek na LPS 1 dlatego
nie obserwuje si¢ zmian architektury a zatem czy wyciszanie daje efekt “korzystny” czy
niekorzystny” dla komoérki w tym kontekscie. Rozwigzanie tej kwestii wymagatoby
dodatkowych badan.

Mimo przebudowy mitochondridow, w niniejszej pracy zauwazono stosunkowo
niewielki wptyw LPS na catkowita mas¢ mitochondrialng w komorkach HAEC. Okoto 10%
wzrost w 5, 6 1 24-tej godzinach inkubacji w komdrkach kontrolnych oraz podobna tendencja
wzrostowa, lecz nieosiagajaca istotnos$ci statystycznej w komorkach z wyciszonym NNMT.
Wyniki te s3 do pewnego stopnia zgodne z doniesieniami innych autorow, ktorzy obserwuja
wzrost masy mitochondrialnej w odpowiedzi na LPS, powodowane; wzmozong biogeneza
mitochondridow w r6znych modelach komérkowych [Vanasco i wsp., 2014; Yu 1 wsp., 2020].
Wydaje si¢ jednak, ze efekt wyciszenia genu NNMT jest w tym konteks$cie niezauwazalny. O
dobrej kondycji metabolicznej mitochondriow komoérek HAEC traktowanych LPS moze
swiadczy¢ brak zmian potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialnej. Jedynie w komoérkach
z wyciszonym NNMT, w drugiej 1 trzeciej godzinach inkubacji z LPS mozna byto
zaobserwowa¢ niewielkie, lecz istotne obnizenie tego parametru. Biorac pod uwage fakt, ze

zalezno$¢ miedzy szybko$cig oddychania a potencjalem mitochondrialnym nie jest liniowa
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(“nieohmowos$¢”) [Nobes 1 wsp., 1990] zmiany tej nie mozna catkowicie zlekcewazy¢. Dane
pismiennictwa dotyczace wptywu LPS na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej sa
sprzeczne — mozemy odnalez¢ zarowno prace obserwujace wyrazny wplyw [Mills i wsp., 2016]
jak 1 nie wykazujace zadnego efektu [Widdrington i wsp., 2018]. W pracy Mistry i wsp. [2020]
pokazano wprawdzie tez zwigzek nadekspresji NNMT z rozprzgganiem mitochondriow, ale
praca ta dotyczy komorek, w ktorych NNMT nie jest wytwarzana w warunkach kontrolnych, a
zatem wyniki te nalezy interpretowac z rezerwa.

Przedstawione wczesniej wyniki wskazywaty, ze komorki traktowane LPS maja
obnizong 1 zmieniajacg si¢ w czasie wydolnos$¢ fosforylacji ATP (mitochondrialna zapasowa
pojemno$¢ oddechowa). Zmiany te wspoOlistnieja z nasileniem reorganizacji sieci
mitochondrialnej, ale rzeczywista zalezno$¢ skutkowo-przyczynowa tych zmian, chociaz
prawdopodobna, nie jest oczywista. Natomiast w przypadku komoérek z wyciszonym NNMT
takiej tendencji nie obserwowano, mialy one nieznacznie, lecz istotnie podniesiony parametr
okreslajacy wydajnos$¢ sprzggania mitochondriéw po 1 14 godzinach inkubacji z LPS. Komorki
kontrolne (z niezmieniong ekspresja NNMT) wykazaty podobng tendencjg, lecz bez istotnosci
statystycznej. W kontek$cie niniejszej rozprawy interesujace jest to, ze nadekspresja genu
NNMT w komorkach, ktére nie maja endogennego mRNA dla tego bialka, prowadzi do
zwigkszenia aktywnos$ci kompleksu I tancucha oddechowego 1 efekt ten jest zwigzany z
aktywacja ekspresji genu Sirtuiny3 [Liu 1 wsp., 2015]. Wydaje si¢ zatem, ze obnizenie, a
kazdym razie brak stymulacji oddychania mimo zwigkszonego poziomu NNMT w komérkach
kontrolnych traktowanych LPS wskazuje na znaczenie dodatkowych mechanizmow dziatania

LPS, ktore maskujg wptyw NNMT na inne procesy.

Metabolity glikolizy i cyklu Krebsa oraz sygnalizacja wapniowa

Interesujacym, ale trudno wytlumaczalng obserwacja jest tez zdecydowanie ztagodzone
dziatanie LPS w komoérkach HAEC, w ktérych wyciszono NNMT. Trudno$¢ interpretacyjna
wynika z dwoch faktow. Po pierwsze w komorkach traktowanych scrambled RNA odpowiedz
na LPS byfa zmieniona w stosunku do odpowiedzi komoérek nie traktowanych Zadnymi
oligonukleotydami. Po drugie samo wyciszanie genu NNMT powodowato zmiany w zawartosci
metabolitow cyklu Krebsa, ale nie glikolizy (zob. ryc. 4.30). Niemniej obserwowane w
kontekscie metabolizmu energetycznego efekty wyciszenia genu NNMT w polaczeniu z
odpowiedzig na LPS wpisuja si¢ w ogdlny obraz wskazujacy na to, ze obnizenie ekspresji tego

genu istotnie zmienia i jak si¢ wydaje oslabia odpowiedz komoérek HAEC na LPS.
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Nieznaczne wahania w poziomie AMP i ADP w odpowiedzi na LPS nie wydaja si¢ by¢
zwigzane z funkcjonalng obecnosciag NNMT i prawdopodobnie sg losowe. Zrdéznicowanie w
poziomie ATP dla badanych uktadow dos$wiadczalnych moze by¢ natomiast skorelowane z
rearanzacjg sieci mitochondrialnej [Bernard i wsp., 2007].

Z metabolizmem energetycznym komorek $cisle wigze sie regulacja i dynamika zmian
stezenia Ca’* w cytosolu, a takZze jego zawarto$¢ w mitochondriach, siateczce
srédplazmatycznej oraz w mniejszym stopniu w innych organellach. Dla komérek kontrolnych
naplyw pojemnosciowy jonéw wapnia byl istotnie szybszy i1 bardziej intensywny (stezenie
Ca2+ w cytosolu osiggato wigksza warto§¢ maksymalng) w odpowiedzi na LPS, osiagajac
najwicksze warto$ci po 24 godzinach. Jest to wynik oczekiwany i bedacy w zgodzie z
aktualnymi danymi pi$miennictwa, gdzie inni autorzy dowodza, ze LPS moze aktywowaé
naptyw pojemno$ciowy wapnia w komoérkach [Wong 1 wsp., 2017; Yang i wsp., 2012]. Uwaza
si¢, ze zaburzenia pojemnosciowego naplywu wapnia w $rodbtonku sa zwigzane z indukcjg
apoptozy powigzang ze wzmozonym wytwarzaniem nadtlenku wodoru [Tamareille i wsp.,
2006], powstaniem hiperprzepuszczalnosci bariery $rodbtonkowej [Zou 1 wsp., 2015],
zaburzeniem proliferacji komoérek [Abdullaev 1 wsp., 2008] czy nieprawidtowa aktywnoscia
kluczowych enzymow takich jak syntaza tlenku azotu [Goligorsky, 2017]. A zatem zaburzenie
homeostazy wapniowej w komorkach srodblonka moze mie¢ kluczowy wplyw na
funkcjonowanie zarowno tego narzadu jak i catego ukladu sercowo naczyniowego. W
komorkach z wyciszonym NNMT zmiany spowodowane podaniem LPS byly zdecydowanie
ztagodzone. Szybko$¢ naptywu pojemnosciowego byla nieznacznie wigksza po 6 godzinach
inkubacji z LPS, jego intensywnos¢ za$ byta nizsza po 4 godzinach inkubacji. Sugeruje to, ze
wyciszenie NNMT chroni przed hiperaktywacja naplywu pojemnosciowego wapnia w
komoérkach HAEC, co moze mie¢ zwigzek z jego ochronng funkcja na strukture i
funkcjonowanie mitochondriéw w tych komoérkach. Mechanizm lezacy u podtoza tych zmian
nie jest znany, ale wpisujg si¢ one w ogdlny obraz tagodzenia skutkéw dzialania LPS przez

wyciszenie NNMT.

Procesy komorkowe nie zwiazane bezposrednio z metabolizmem energetycznym komorek

W dysertacji wskazano na szereg roznych, pozornie niepowigzanych ze sobg procesow
komorkowych, ktorych przebieg byt zmieniony na skutek traktowania komorek LPS, a efekt
tego czynnika byl przynajmniej czgSciowo zmodyfikowany wskutek wyciszenia genu
kodujagcego NNMT. Wsrdd nich dwu-, a nawet trzykrotny wzrost stopnia ufosforylowania
reszty seryny 1177 w czasteczce eNOS, sugerujacy aktywacje tego enzymu pod wptywem LPS.
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Zréwnowazone, czyli zachodzace z prawidlowg intensywnoscig wytwarzanie tlenku azotu jest
jednym z gtéwnych zadan $rédblonka natomiast jego nadprodukcja prowadzi do powstawania
toksycznych dla komoérek reaktywnych form azotu, nadmiernego rozkurczu migsni gladkich
naczyn krwionosnych i zwigkszonej przepuszczalnosci bariery §rodbtonka [Cyr 1 wsp., 2022],
A zatem, normalizacja naplywu pojemnosciowego jondOw wapnia i wytwarzania tlenku azotu
moze by¢ istotnym mechanizmem obronnym dla komoérek HAEC w odpowiedzi na LPS.
Podobnie jak i w przypadku naptywu pojemno$ciowego wapnia oraz wielu innych ukazanych
w tej pracy efektow, wyciszenie NNMT ztagodzito wptyw LPS takze na fosforylacje eNOS. W
komorkach tych fosforylacja Ser 1177 jest nasilona jedynie w ciagu kilku pierwszych godzin
inkubacji, ulegajac nastgpnie pelnej normalizacji. A zatem, normalizacja naptywu
pojemno$ciowego jondw wapnia oraz wytwarzania tlenku azotu moze podsuwac koncepcije
wykorzystania NNMT jako miejsca uchwytu w tagodzeniu odpowiedzi komorek na LPS.
Wielorakie wspomniane powyzej konsekwencje zaburzonej sygnalizacji wapniowej w stanie
sepsy zostaty opisane gdzie indziej, natomiast jedng z konsekwencji nadmiernego wytwarzania
NO moze by¢ zahamowanie aktywnosci kompleksu IV tancucha oddechowego (oksydazy
cytochromowej), co prowadzi do zwigkszonego wytwarzania RFT [Tengan i Moraes, 2018].
Chociaz w niniejszej pracy nie wskazano dowodu wprost, by¢ moze zmniejszenie szybkosci
oddychania i zwigkszenie poziomu metabolitow cyklu TCA w komorkach traktowanych LPS
z niezmieniong ekspresjag NNMT jest w jakims$ stopniu konsekwencjg aktywacji eNOS.

W roznych stanach patologicznych (réwniez w warunkach zaburzonej homeostazy
wapniowej) moze dochodzi¢ do uposledzania mechanizméw ERAD (ang. endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation) lub tez ich niewydolno$ci - w takich sytuacjach
mozna mowi¢ o stresie retikularnym oraz UPR (ang. unfolded protein response), ktorych
gléwnym markerem jest biatko opiekuncze Grp78 [Wang i wsp., 2009]. Istnieja doniesienia
wskazujace, ze w warunkach sepsy dochodzi do aktywacji UPR oraz zwigkszenia poziomu
Grp78 [Li 1 wsp., 2022]. Wbrew temu, w komodrkach kontrolnych HAEC traktowanych LPS
zaobserwowano spadek poziomu Grp78 w czasach 2 godz. 1 3 godz., a pewna tendencja
wzrostowa byta zauwazalna dopiero po 24 godz. inkubacji. Natomiast komorki z wyciszonym
genem NNMT zareagowaly istotnym statystycznie wzrostem poziomu tego biatka juz od
pierwszej godziny, szczegodlnie nasilonym jednak po dluzszych czasach inkubacji z LPS (4
godz.-24 godz.). A zatem mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, ze wyciszenie genu NNMT
prowadzi do wzmozonej aktywacji szlaku UPR w odpowiedzi na LPS, co moze by¢ przyktadem

pozytywnego wpltywu tego enzymu na komérki HAEC.
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Podobny wzoér ekspresji w komoérkach z wyciszonym NNMT zauwazono w przypadku
biatka ATF4, nalezacego do jednej ze $Sciezek sygnatowych posrednio aktywowanych przez
Grp78. Poziom ATF4 wzrastat juz po 1 godzinie inkubacji z LPS i utrzymywat si¢ do 24 godz.
W komorkach kontrolnych istotny wzrost odnotowano jedynie w poczatkowych godzinach
inkubacji 1 byt on wyraznie stabszy w porownaniu do komorek z wyciszonym NNMT, co
swiadczy na korzy$¢ postawionej powyzej koncepcji. Aktywacja ATF4 moze prowadzi¢ z kolei
do aktywacji kolejnych $ciezek pozwalajacych komédrkom na radzenie sobie ze stresem, takich
jak autofagia.

Do aktywacji ATF4 konieczne jest ufosforylowane biatko elF2a, ktére ma zdolnos¢
globalnego ograniczania translacji, a przez to ograniczania powstawania i nagromadzanie si¢
nieprawidlowo sfaldowanych bialek w siateczce S$rodplazmatycznej. Jednakze, w tym
przypadku otrzymano wynik, ktory wydaje si¢ niespojny z wezesniejszymi, poniewaz wzrost
ufosforylowania elF2a obserwowano w komorkach kontrolnych po traktowaniu LPS przez 2
godz.-5 godz., natomiast w komoérkach z wyciszonym NNMT wystapit on jedynie po 24 godz.
inkubacji. Moze to réwniez $§wiadczy¢ o uposledzeniu mozliwosci aktywacji ATF4 w
komorkach kontrolnych, a tym samym o mniej wydajnym ,,radzeniu sobie” tych komoérek ze
stresem. Ponadto, aktywacja szlaku UPR jest procesem wieloetapowym a ostateczny rezultat
jest wypadkowa zmian czastkowych, ktére nie zawsze muszg nastegpowac synchronicznie ,,w
tym samym kierunku”.

Nieprawidlowo przebiegajacy mechanizm UPR prowadzi do wzmozonego
powstawania reaktywnych form tlenu i w ostateczno$ci do $mierci komorki na drodze
apoptozy. Ratunkiem moze by¢ w tej sytuacji jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia
erytroidalnego typu 2 - Nrf2, ktory aktywuje procesy obnizajace stres oksydacyjny
spowodowany RFT [Park i wsp., 2016]. Aktywacje Nrf2 zaobserwowano w komorkach
kontrolnych juz po 1 godzinie inkubacji z LPS i1 zwigkszala si¢ w czasie by nastgpnie osiaggnac
poziom wyjsciowy po 24 godzinach inkubacji. W komorkach z wyciszonym genem NNMT nie
obserwowano tendencji wzrostowej poziomu tego biatka, a jedynie jego niewielkie przejsciowe
obnizenie w okresie 4 godz. - 6 godz.

Park i wsp. [2016] wykazali takze, ze aktywacji Nrf2 w odpowiedzi na zwigkszone
wytwarzanie reaktywnych form tlenu spowodowane uposledzonym mechanizmem usuwania
nieprawidlowo sfaldowanych biatek posredniczy biatko p62. Profil pojawiania si¢ tego biatka
przedstawiony w niniejszej rozprawie byl niemal identyczny jak dla Nrf2 — istotny wzrost w
przedziale 1 godz.-24 godz. dla komorek kontrolnych i brak obserwowanych efektow w

komorkach wyciszonych, co pozwala postawi¢ hipotez¢ o jego zaangazowaniu w wyzej
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wymieniony proces. Ustalenie zwigzku przyczynowo-skutkowego w tym wypadku moze by¢
jednak zatrudnione, gdyz zgodnie z doniesieniami innych autoréw, Nrf2 réwniez moze
wptywaé pozytywnie na ekspresje p62 [Wu i wsp., 2020], prawdopodobny jest wiec tu
mechanizm wzajemnego dodatniego wptywu na siebie obydwu bialek na zasadzie sprz¢zenia
Zwrotnego.

Akumulacja p62 moze takze §wiadczy¢ o uposledzeniu przebiegu autofagii [Kumar i
wsp., 2022]. W komoérkach HAEC zaobserwowano podobna odpowiedz na LPS dotyczaca
biatek LC3-II a/b oraz bekliny 1 zar6wno w modelu z wyciszonym genem NNMT jak 1 w
komorkach z niezmieniona jego ekspresja. Wzrost poziomu obu biatek §wiadczy o prawidtowej
indukcji procesu autofagii w odpowiedzi na LPS. Natomiast zwigkszenie poziomu ATG3 i
ATGI16L pod wpltywem LPS obserwowano jedynie w komodrkach z niezmieniong ekspresja
NNMT podczas gdy w komodrkach z wyciszonym NNMT zawarto§¢ obu biatek wykazywata
tendencj¢ spadkowa. Obserwacje te moga by¢ istotne w kontek$cie publikacji, w ktorej
pokazano, ze nadekspresja genu kodujacego A7G16L i zwigkszenie poziomu tego biatka moze
hamowa¢ powstawanie autofagosomu [Fujita i wsp., 208], natomiast nadmiar ATG3
uwrazliwia komorki na apoptoze oraz $§mier¢ na drodze autofagii [Wang 1 wsp., 2015; Zhuang
1 wsp., 2016; Yoo 1 wsp., 2015]. Zawarto§¢ pozostalych biatek zwigzanych z autofagia
testowanych w niniejszej rozprawie wydaje si¢ niezmieniona wskutek podania komorkom LPS
bez wzgledu na ekspresje genu NNMT lub jego wyciszenie, dlatego tez nie pokazano tych
wynikow.

Uposledzenie autofagii w komorkach traktowanych LPS z niezmieniong ekspresja genu
NNMT znajduje dodatkowe potwierdzenie w obserwacji wskazujacej na szczeg6lne
nagromadzanie si¢ organelli, o odczynie kwasowym takich jak lizosomy oraz autolizosomy
(ryc. 4.42). Efekt ten byl szczegdlnie widoczny po 6 i 24 godzinach. W komorkach z
wyciszonym genem NNMT zmiana taka wydaje si¢ znacznie mniej zauwazalna, ale ostateczne
rozstrzygniecie tej kwestii wymaga wickszej liczby doswiadczen 1 odpowiedniej analizy
ilosciowej. Zgodnie z doniesieniami innych autoréw akumulacja autofagosoméw moze leze¢ u
podstaw niektorych chordb neurodegeneracyjnych, a badania in vitro wykazaty jej toksycznos¢
dla komorek wraz z obnizeniem ich przezywalno$ci [Button i wsp., 2017].

Zgromadzone w rozprawie wyniki wskazuja na to, ze traktowanie komorek HAEC
lipopolisacharydem zmienia caty szereg mniej lub bardziej powigzanych ze sobg procesow
komorkowych. Obserwacje te czesto majag swoje potwierdzenie we wczesniejszych
publikacjach a ich nowatorstwo wynika z faktu wskazania nie opisywanych wcze$niej nowych

aspektow dziatania LPS znanych $rodblonku. Natomiast zwigkszenie wytwarzania NNMT w
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takich warunkach przez komorki §rédblonka nie ma swojego pismiennictwa. Jeszcze bardziej
nieoczekiwane 1 nigdy wczes$niej nieopisane bylo wykazanie, ze wyciszenie genu NNMT w
komoérkach HAEC zdecydowanie wplywa na odpowiedz na LPS, a najczesciej ja zmniejsza.
Znaczenie jakie przypisuje si¢ NNMT w komodrkach w kontekscie ich metabolizmu polega na
regulacji wytwarzania NAD", co moze mieé istotne znaczenie dla przebiegu proceséw
energetycznych w komoérkach oraz regulacji dostepu SAM, co moze mie¢ znaczenie na kazdym
poziomie funkcjonowania komodrek poprzez kontrolowanie przebiegu wielu reakcji metylacji.
W niniejszej] rozprawie pierwszy mechanizm nie byl brany pod uwage ze wzgledu na
nieograniczony dostep nikotynamidu dla komorek, a nieznaczne zwiekszenie poziomu NAD™
w komorkach z wyciszonym genem NNMT nie jest istotne przynajmniej statystycznie.
Natomiast drugi mechanizm zostat potwierdzony. Wyciszenie NNMT sprzyjato metylacji
wybranych biatek. Jednakze, naktadajacy si¢ na ten efekt nieznany co do specyficznosci wptyw
samego LPS uniemozliwit wiarygodng interpretacj¢ uzyskanego wyniku. Dlatego dostarczone
W pracy obserwacje nie majg satysfakcjonujacego wyjasnienia mechanistycznego. Uzyskanie
takiego wyjasnienia moze by¢ trudne bioragc pod uwage bardzo rozbudowany interaktom
NNMT, a w konsekwencji mozliwo$¢ wplywania tego enzymu na bardzo wiele pozornie
niezwigzanych ze sobg procesow [Roberti 1 wsp., 2021; Wang i wsp., 2022]. W skrajnej sytuacji
nie mozna wykluczy¢, ze wyciszenie genu NNMT zmniejsza aktywno$¢ receptora lub $ciezki
sygnatowej dla LPS, tlumaczac wieloaspektowe ostabienie dziatania LPS. Z drugiej jednak
strony wzrost poziomu ATF4 1 Grp78 w komdrkach z wyciszonym NNMT traktowanych LPS
nie potwierdzaja tej hipotezy. To sprawia, ze wyniki zgromadzone w dysertacji raczej zachgcaja

do dalszych poszukiwan niz zaspokajaja ciekawos¢.
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6. PODSUMOWANIE

Badajac wptyw lipopolisacharydu na ludzkie komorki $rodblonka aorty (HAEC) i
koncentrujac si¢ gtownie, ale nie wylacznie na parametrach zwigzanych z mitochondriami 1

metabolizmem energetycznym i wykazano, ze:

1. Inkubacja komorek HAEC z LPS podanym w st¢zeniu 100 ng/ml indukowata
odpowiedz prozapalna, ale nie miata wptywu na przezywalnos¢.

2. LPS nie powodowal zwigkszenia ilosci RFT w komorkach, co nie wyklucza ich
szybszego wytwarzania i bardziej efektywnej neutralizacji przy udziale dysmutaz
ponadtlenkowych, ktorych zawarto$¢ w komorkach byta w tych warunkach podwyzszona.

3. Szes$ciogodzinna inkubacja HAEC z LPS prowadzita do fragmentacji sieci
mitochondrialnej oraz okotojadrowej lokalizacji mitochondriow, nie wptywajac istotnie na
mas¢ mitochondrialng. Efekty te ulegaty spontanicznemu cofnigciu po wydluzeniu czasu
traktowania LPS.

4. LPS wywotywat przejsciowe zmiany w metabolizmie energetycznym komorek
HAEC w tym:

a) Obnizenie niektorych parametrow oddychania mitochondrialnego
b) Zmniejszenie zawarto$ci metabolitow glikolizy i mleczanu w komoérkach
¢) Spadek zawartosci metabolitow cyklu kwasow trikarboksylowych

Roéznice te malaty badz zanikatly catkowicie po 24 godz. inkubac;ji.

5. LPS powodowal wzmozong aktywacj¢ AMPK oraz zwigkszenie ilosci biatka

NNMT w komoérkach HAEC. Oba enzymy majg istotny wplyw na metabolizm komorek.

NNMT katalizuje reakcje, ktora lezy na styku regulacji proceséw metabolicznych oraz
modulacji ekspresji genow, a zatem jej udziat w regulacji metabolizmu 1 funkcji komorek jest
szczegllnie istotny. Co wigcej, metabolity zwigzane przetwarzaniem nukleotydoéw
nikotynoamidoadeninowych, ktorych stezenie moze zaleze¢ od dostepnosci nikotynamidu maja
szczegbdlne znaczenie srodbtonkowe. I wreszcie wspotwystepowanie zwigkszonego poziomu
NNMT oraz zmian metabolizmu komorek srodbtonka w obecnosci LPS sprawiaja, ze w drugiej
czesci niniejszej pracy skupiono si¢ na badaniu potencjalnego udziatu NNMT w odpowiedzi

metabolicznej komorek HAEC na LPS.
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Wykazano, ze:

1. Wyciszenie genu NNMT w sposob istotny powodowato obnizenie
wyjsciowego poziomu RFT w komoérkach HAEC w stosunku do komérek kontrolnych
(scrambled RNA).

2. W komoérkach z wyciszonym genem NNMT stwierdzono:

a) Roznice w dynamice zmian architektury sieci mitochondrialnej komorek
traktowanych LPS stosunku do obserwowanej w komodrkach kontrolnych
(scrambled RNA)

b) Zasadnicze zmniejszenie stymulujacego efektu LPS na zawartos$¢
niektorych biatek zwigzanych z dynamikg mitochondriow

c) Wyrazne zmniejszenie stymulujacego efektu LPS na zawarto$¢
dysmutazy miedziowo/cynkowej

d) Zmniejszenie negatywnego wptywu LPS na wielko§¢ zapasowej
pojemnos$ci oddechowe;j

e) Przys$pieszenie powrotu do stanu poczatkowego profilu metabolitow
glikolizy 1 cyklu Krebsa zmienionych pod wplywem LPS oraz zapobiezenie
nadmiernemu obnizeniu poziomu ATP

f) Ograniczenie pojemnosciowego naptywu jondéw wapnia, przyspieszenie
powrotu do stanu wyjsciowego stopnia fosforylacji eNOS

g) Modyfikacje profilu bialek zwigzanych z autofagia i UPR, zmienionego
pod wptywem LPS oraz ograniczenie tworzenia si¢ organelli o odczynie kwasnym

w komorkach traktowanych LPS
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7. WNIOSKI

. Zmiany zachodzace w komorkach srédblonka (HAEC) traktowanych lipopolisacharydem
podawanym w stosunkowo niskim stezeniu, nie wystarczajagcym do zmniejszania
przezywalnosci, s3 w duzym stopniu odwracalne, co sugeruje aktywacj¢ procesOw
adaptacyjnych

. Zwigkszenie ilosci NNMT w komorkach HUVEC inkubowanych z LPS oraz ztagodzenie
odpowiedzi metabolicznej na lipopolisacharyd w komorkach ze zmniejszona ekspresja
genu NNMT wskazuje, ze NNMT jest istotnym elementem zlozonej reakcji badanych
komorek na ten czynnik, przynajmniej w kontekS$cie metabolizmu energetycznego
komorek.

Chociaz wyciszanie genu NNMT zwicksza stopien metylacji bialek uznanych tutaj za
markerowe, to rzeczywisty sposob dziatania NNMT w komorkach traktowanych LPS jest
trudny do ustalenia ze wzgledu na jego maskowanie dziataniem lipopolisacharydu.

. Uzyskane wyniki sugeruja, ze farmakologiczna modulacja (zmniejszanie) aktywnosci
NNMT mogtaby mie¢ znaczenie w ztagodzeniu (niektorych) zmian metabolizmu komoérek
srodbtonka zwigzanych z sepsa. Warunkiem jest stworzenie odpowiednio specyficznych

substancji (inhibitoréw) niemajacych wtasciwosci toksycznych.
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