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Streszczenie

P2X7 to jonotropowy receptor nukleotydowy, stymulowany przez zewnatrzkomérkowe
ATP, ktoéry dziata jako kanal przepuszczalny dla kationéw. Receptor ten moze réwniez
tworzy¢ duzy por btonowy, ktérego powstanie powoduje $mier¢ komorki. Receptor P2X7
kontroluje wiele fizjologicznych i1 patologicznych procesow komorkowych, a jego
podwyzszona ekspresja jest czesto zwigzana z progresja nowotworu. Poniewaz
nukleotydy sa waznymi czasteczkami sygnalizacyjnymi w osrodkowym uktadzie
nerwowym, P2X7 odgrywa réwniez wazng, ale niejednoznaczng rolg¢ w biologii glejaka.
Celem niniejszych badan byto zbadanie ekspresji i funkcji receptora P2X7 w trzech
liniach komorkowych glejakéw ludzi (U-138, U-251, LN-229) oraz jednej linii
komorkowej glejaka szczura (C6). Pomimo iz transkrypy 1 biatko receptora P2X7 byly
wykrywane we wszystkich wymienionych wyzej liniach, zaobserwowano znaczace
roznice ich ilosci w zalezno$ci od linii komorkowej. W linii komoérkowej U-138 receptor
wydawat si¢ by¢ nieaktywny, podczas gdy w komorkach linii U-251 oraz w komédrkach
linii C6 jego aktywacja powodowala pojawienie si¢ sygnalu wapniowego 1 tworzenie
pora w btonie komodrkowej. Pomimo tworzenia pora komérkowego, zywotno$¢ badanych
komorek po podaniu specyficznego agonisty P2X7 — BzATP — nie ulegla zmianie w
przypadku linii U-138 1 U-251. Co wigcej, w linii C6 zaobserwowano zwigkszenie
intensywno$ci metabolizmu komoérkowego czemu towarzyszyl wzrost ilosci biatek
CD133, HSPA1, HSPAS, a takze fosforylacji kinaz wplywajacych na postgp cyklu
komoérkowego: Akt oraz p38 MAPK. Wykazano réwniez, ze aktywacja receptora P2X7
promowata adhezje komorek, depolaryzacje mitochondridow i nadprodukcje reaktywnych
form tlenu w komorkach linii C6 w warunkach in vitro.

Zbadano tez, wptyw receptora P2X7, na wzrost guzoéw glejaka C6 w warunkach in vivo.
Wyniki, uzyskane w tych badaniach potwierdzily dane otrzymane in vitro. Podawanie
zwierzetom inhibitora P2X7 — BBG - skutecznie hamowalo rozwd) guzow
nowotworowych C6, zmniejszalo uwalnianie ATP oraz wywieralo hamujacy wptyw na
szlaki sygnatowe, sprzyjajace przezywaniu komoérek nowotworowych. Zanotowano
obnizenie ilo$ci bialek, ktére sa zwigzane z promowaniem agresywnego fenotypu
nowotworu (CD133, HSPA1, HSPAS, Akt, p38 MAPK, NOS-2) oraz biatek zwigzanych
z przejsciem epitelialno-mezenchymalnym (N-kadheryna, wimentyna, [-katenina).
Wykazano, Ze receptor P2X7 moze by¢ zaangazowany w ksztattowanie mikrosrodowiska
guza glejaka poprzez modulacj¢ odpowiedzi immunologicznej oraz regulacje ekspresji

markerow stanu zapalnego.



Przedstawione wyniki znaczaco poszerzaja wiedz¢ na temat roli receptora
nukleotydowego P2X7 w rozwoju glejaka. Po raz pierwszy usystematyzowano wyniki
wskazujace na promujacy wpltyw receptora na podziaty komorek glejaka in vitro 1
jednoczesnie pokazano korelacje ze wzrostem guzoéw nowotworowych in vivo. Co wigcej,
zostaty zbadane wewnatrzkomorkowe $ciezki sygnatowe, ktore pozwolily wytlumaczy¢
molekularne mechanizmy dziatania receptora P2X7 w komorkach glejaka oraz wptyw

tego receptora na odpowiedz uktadu odpornosciowego w trakcie rozwoju nowotworu.



Abstract

P2X7 is an ionotropic nucleotide receptor that acts as a cation permeable channel upon
ATP stimulation. This receptor can also form a large transmembrane pore or transmit an
ATP-dependent signal without creating a channel at all. P2X7 receptors control many
physiological and pathological cellular processes, and their increased expression is often
associated with tumor progression. Since nucleotides are important signaling molecules
in the central nervous system, P2X7 also plays an important but ambiguous role in
glioblastoma biology. Therefore, our research aimed to investigate the expression and
function of the P2X7 receptor in three human glioblastoma cell lines (U-138, U-251, LN-
229) and in one rat glioma cell line (C6). Although the receptor mRNA and protein were
detected in all the studied cells, we found profound differences in their level. In U-138
human cell line, the receptor seemed to be inactive, while in U-251 human and C6 rat cell
line its activation resulted in calcium influx and large pore formation. The viability of
studied cells upon the administration of specific P2X7 agonist — BZATP — was not affected
for U-138 and U-251, whereas for C6 cells a stimulatory effect was observed. This
process is accompanied by an increase of prosurvival proteins expression (CD133,
HSPA1, HSPAS) as well as an increase in phosphorylation of kinases influencing the
progress of the cell cycle (Akt and p38 MAPK). It was also shown that P2X7 activation
promoted cell adhesion, mitochondria depolarization, and overproduction of reactive
oxygen species in C6 cells in vitro.

The effect of the P2X7 receptor on the growth of C6 glioma tumors in vivo was also
investigated. These results are in the line with the majority of the data obtained in vitro.
The administration of BBG, a P2X7 inhibitor, effectively inhibited growth of the tumor
mass and tumor development, reduced the amount of ATP with a simultaneous decrease
of cancer-associated pro-survival protein expression. A decreased level of negative
prognostic cancer markers (CD133, HSPA1, HSPAS, Akt, p38 MAPK, NOS-2) and
proteins related to the epithelial-mesenchymal transition (N-cadherin, vimentin, B-catenin)
were noted. It has also been shown that the P2X7 receptor may be involved in shaping
the glioblastoma tumor microenvironment by modulating the immune response and
regulating the level of inflammatory markers.

These data bring some new insight into P2X7 influence on the biology of glioma. For the
first time, the results showing the receptor-promoting effect on the proliferation of glioma
cells in vitro were shown in correlation with the growth of neoplastic tumors in vivo.

Moreover, the cell signaling pathways were investigated to elucidate the molecular



mechanisms activated by P2X7 receptor in glioblastoma cells as well as the receptor
engagement in shaping of glioma tumor microenvironment through modulation of

inflammation marker profile.
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADP - adenozyno-5’-difosforan

AMP - adenozyno-5’-monofosforan

ATP - adenozyno-5’-trifosforan

ATPyS - adenozyno 5-(y-tio) trojfosforan

BBG — ang. Brilliant Blue G — bfekit brylatnowy

BCNU - karmustyna

BSA - ang. bovine serum albumin - albumina z surowicy bydlece;j

BzATP - 2°,3’-0-(4-benzoylo-benzoyl)adenozyno 5’-trdjfosforan

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

CARD - ang. caspase activation and recruitment domains — domena przytaczajaca i
aktywujaca kaspazy

DAG — ang. diacylglycerol - 1,2-diacyloglicerol

DMEM - ang. Dulbecco's modified eagle medium - pozywka hodowlana

EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid - kwas wersenowy

EGF — ang. epidermal growth factor — czynnik wzrostu naskorka

FBS - ang. fetal bovine serum - surowica ptodowa bydleca

EGEFR - ang. epidermal growth factor receptor - receptor nabtonkowego czynnika
wzrostu

EMT — ang. epithelial-mesenchymal transition — przejScie epitelialno - mezenchymalne
GPCR — ang. G-protein-coupled receptors — receptory sprze¢zone z biatkiem G
GTP — guanozyno-5’-trifosforan

HIF-1 - ang. hypoxia-inducible factor I — czynnik indukowany hipoksjg 1

HRP - ang. horseradish peroxidase - peroksydaza chrzanowa

HSP — ang. heat shock proteins — biatka szoku cieplnego

IP3 - 1,4,5-trisfosforan inozytolu

IP3R - ang. inositol trisphosphate receptor — receptor inozytolotrojfosforanu
LBP - ang. lipopolysaccharide binding protein — biatko wigzace lipopolisacharyd
LPS — lipopolisacharyd

MAPK - ang. mitogen-activated protein kinase - kinazy aktywowane mitogenami
MCP-1 - ang. monocyte chemotactic protein I - biatko chemotaktyczne monocytow 1

MIP-1 - ang. macrophage inflammatory protein 1 — biatko zapalne makrofagow 1
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miRNA — ang. microRNA — mikroRNA

NF- kP - ang. nuclear factor kappa B - jadrowy czynnik transkrypcyjny NF kappa B
oxATP - ang. oxidized ATP — nadjodan ATP

PAMP — ang. pathogen-associated molecular patterns — wzorce molekularne zwigzane
z patogenami

PBS - ang. phosphate buffer saline - s6l fizjologiczna buforowana fosforanami

PIP2 - ang. phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate - bisfosforan fosfatydyloinozytolu
PKC - ang. protein kinase C — kinaza biatkowa C

PLC B - ang. phospholipase C — fosfolipaza C

PLD - ang. phospholipase D — fosfolipaza D

PPADS - kwas (fosforan pirydoksalu-6-azofenylo-2’,4’-disulfonowy)

ROS — ang. reactive oxygen species — reaktywne formy tlenu

SOCE - ang. store operated calcium entry — pojemnosciowy naplyw wapnia

SDS - ang. sodium dodecyl sulfate - s61 sodowa siarczanu dodecylu

siRNA — ang. small interfering RNA — male interferujace RNA

RT-PCR - ang. reverse transcription polymerase chain reaction -

reakcja fancuchowa polimerazy z odwrotng transkryptaza

TBS - ang. Tris buffer saline - s61 fizjologiczna buforowana Tris

TBS-T - ang. Tris buffer saline with Triton X-100 - sdl fizjologiczna buforowana Tris z
detergentem Triton X-100

TLR4 - ang. toll-like receptor 4 — receptor toll podobny 4

TMZ — temozlomid

TNF-R1 - ang. tumor necrosis factor receptor 1 — receptor czynnika martwicy
nowotworu

Tris - ang. Tris(hydroxymethyl)aminomethane - Tris(hydroksymetylo)aminometan
TGF-B - ang. transforming growth factor p — transformujacy czynnik wzrostu 3
UTP - urydyno-5' -trifosforan

VEGF — ang. vascular endothelial growth factor - czynnik wzrostu §rodbtonka
naczyniowego

WB — Western Blot
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1.1 ATP jako jedna z wazniejszych czasteczek w historii Zycia

ATP jest najbardziej rozpowszechniong czgsteczka stanowigca zrodto energii chemicznej
w procesach metabolicznych. Nukleotyd ten znajdziemy we wszystkich komorkach
zwierzat, roslin oraz mikroorganizmdw. Jest stale produkowany i zuzywany w wigkszos$ci
proceséw komorkowych, poczynajac od syntezy innych nukleotydow przez synteze
kwasow nukleinowych po transport substancji do i z wnetrza komorki oraz generowanie
sity mechanicznej. Czasteczki ATP zuzywane sg réwniez tam, gdzie reakcje syntezy
chemicznej wymagaja wkiladu energii lub gdzie procesy regulacyjne wymagaja
nieodwracalnosci termodynamicznej reakcji im towarzyszacych. Szacunkowo ludzki
organizm w ciagu doby zuzywa tyle ATP, ile wazy. Stezenie ATP wewnatrz komorki jest
wypadkowa procesow syntezy nowych czasteczek ATP oraz jego hydrolizy i stezenie tego
nukleotydu jest silnie zwigzane z aktywnos$cig metaboliczng komorki. Zwykle w
komorkach ssakow warto$¢ ta wynosi okoto od 3-5 mM (Jones, 1986; Gorman i wsp.,
2007), 1 jest o wiele rzedow wielkosci wigksza niz w przestrzeni migdzykomorkowe;,
gdzie wynosi 1-10 nM (Giuliani 1 wsp., 2019).

Aby w pelni zrozumie¢ kluczowa rolg ATP w rozwoju zycia na ziemi nalezy si¢ cofngé
do poczatkdw ewolucji procesoOw energetycznych i przekazywania informacji z
wykorzystaniem kodu genetycznego. To witasnie w tych procesach kluczowa role
odgrywatly pierwsze nukleotydy. Nieorganiczne fosforany byty podstawowymi
zwigzkami budulcowymi w rozwoju Zycia na ziemi. Pochodzenie tych zwigzkéw na
ziemi jest zagadkowe, jedng z postulowanych teorii jest pozaziemskie pochodzenie
fosforanow na przyktad z meteorytow uderzajacych w powierzchni¢ ziemi na wezesnym
etapie rozwoju planety (Bryant i wsp., 2013). Bez tych zwiazkéw niemozliwe bytoby
powstanie istniejacych do dzi§ 1 peliacych kluczowa funkcje w przekazywaniu
informacji genetycznej RNA 1 DNA. Wraz z rozwojem zycia podstawowe formy
przekazywania informacji zmieniaty si¢, na poczatku wystepowatly tylko dhugie,
samoreplikujace si¢ tancuchy RNA, w ktorych nukleotydy petnity gtéwnie budulcowa
role. Jednak, gdy pojawily si¢ pierwsze prymitywne komorki, a gtdwna role nosnika kodu
genetycznego przejeto DNA, nukleotydy zaczety pehnié role energetyczng (Bada, 2004).
Na przestrzeni wiekow wylonity si¢ tylko dwie czasteczki energetyczne — GTP -
wystepujace tylko w niektdrych rodzajach reakcji, oraz ATP — powszechnie wystepujace
w prawie kazdej reakcji zachodzacej w organizmie zywym. Powszechno$¢ ATP w

organizmach zywych moze by¢ zwigzane z wigkszg energia swobodng hydrolizy niz GTP,
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co spowodowato spopularyzowanie tej czasteczki w si¢ pierwszych organizmow
prokariotycznych (Denton, 2009; Bazil i wsp., 2010). Pomimo duzych zalet
wykorzystania ATP jako no$nika energii, czasteczka ta posiada powazng wade. Nie jest
mozliwe przeprowadzanie reakcji z wykorzystaniem ATP w $rodowisku o duzym,
stezeniu jondw wapnia. Wynika to z wtasciwosci chemicznych tej czasteczki. Wapn taczy
si¢ z ATP powodujagc powstanie nierozpuszczalnych soli, niemozliwych do
wykorzystania przez organizmy zywe. Spowodowato to problem, gdy na ziemi, w
praoceanie znaczaco podniosto si¢ stezenie jonoOw wapnia (Kazmierczak i wsp., 2013).
Wtedy organizmy zywe u ktorych ATP petnilo kluczowa role energetyczna musiaty
wytworzy¢ system blon, ochraniajacych wnetrze komorki przez niekorzystnym
srodowiskiem oraz system skomplikowanych biatek na powierzchni tych bton, ktore
mialy utrzymywac niskie stezenie jondéw wapnia wewnatrz komorki poprzez aktywne
wypompowywanie z wykorzystaniem ATP. Podsumowujac ATP jest potrzebne do
utrzymania statego stezenia jonow wapnia w komorce, aby ATP moglo by¢ w nim
swobodnie produkowane i hydrolizowane. Ta zalezno$¢ sprawita, ze ATP 1 wolne jony
wapnia staty si¢ jednymi z najbardziej podstawowych czasteczek sygnalowych, juz we
wczesnych stadiach ewolucji organizméw zywych (Berridge 1 wsp., 2003; Clapham,

2007).

1.2 Receptory nukleotydowe

Pierwsze wzmianki o tym, ze ATP oprocz funkcji energetycznej, moze petni¢ funkcje
neurotransmitera pojawity si¢ w roku 1972. Burnstock w swoich badaniach wskazat, ze
jelita oraz pecherz $winki morskiej, poddane dziataniu zewnatrzkomorkowego ATP
skurczg si¢ w sposob niezalezny od znanych neurotransmiterow. Poczatkowo do idei
sygnalizacji nukleotydowej §wiat naukowy odnosil si¢ sceptycznie. Wynikato to z
weczesniejszych badan skoncentrowanych gldwnie na wewnatrzkomérkowych procesach
zwigzanych z funkcjami energetycznymi ATP (Gillespie 1934; Lippman 1941; Meyerhof
1951; Lo i wsp., 1968). Niechg¢ srodowisk wynikata rowniez z wynikow pomiarow
stezenia ATP w §rodowisku zewnatrzkomorkowym (1-10 nM na zewnatrz komorki, 3-
SmM w cytoplazmie) oraz wielko$cig 1 tadunkiem czasteczki, ktore nie pozwalaja
swobodnie przenika¢ przez bton¢ komoérkowa (Chaudry 1982). W 1976 roku Burnstock
na podstawie badan farmakologicznych zdefiniowat biatka, ktore uczestniczyly w

odpowiedzi komorki na zewnatrzkomorkowe ATP 1 nazwal je receptorami
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purynergicznymi. W toku dalszych badan farmakologicznych i molekularnych podzielit
receptory nukleotydowe na dwie grupy. P1 stymulowane przez adenozyng¢ oraz P2
stymulowane przez ATP 1 ADP. Dalsze badania przeprowadzone w pracowni Burnstocka
doprowadzily do podziatu rodziny P2 na receptory metabotrobowe - P2Y oraz
jonotropowe - P2X (Burnstock i Kennedy 1985; Burnstock i Alexei 2012) (Rycina 1.1).
Co wiecej badania konwersji nukleotydow po podaniu ich do s$rodowiska
zewnatrzkomorkowego, spowodowaty odkrycie na powierzchni btony enzymow
hydrolizujacych nukleotydy i1 obraz sygnalizacji nukleotydowej stat si¢ bardziej pelny 1
zroznicowany (Ziganshin i wsp., 1994; Lazarowski i wsp., 2000) .

Schemat sygnalizacji nukleotydowejw komoérce

Ektonukleotydazy, nukleotydylotransferazy Kinaza adenozynowa

AMP Adenozyna

ATP ADP
I \\\ UTP, UDP, UDP-glukoza
Ig B l B/

P2X,, P i A;AR A, AR A, AR A;AR
P2Y2,4,6,14

Receptory P2 = Receptory P1

Rycina 1.1. Schematyczne przedstawienie sygnalizacji nukleotydowej w komorce zywej. Na ATP, ADP i
UTP odpowiadajg receptory z rodziny P2, natomiast na adenozyng receptory z rodziny P1. Stezenie
nukleotydow w $rodowisku zewnatrzkomorkowym regulowane jest przez ektonukleazy, ktore hydrolizuja
nukleotydy z bardziej ztozonych na prostsze oraz kinaz¢ adenozynowa, ktora z prostych nukleotydow

tworzy bardziej zlozone. (zmodyfikowano wedlug https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-

ben/activities-and-collaborations).

1.2.1 Rodzina P1

Rodzina P1 grupuje receptory stymulowane przez adenozyng. Sa to receptory
metabotropowe, czyli takie, ktorych pobudzenie zewnatrzkomérkowe powoduje inicjacje

reakcji metabolicznych w cytoplazmie (Schmidt i wsp., 2007). Naleza one do réZznorodne;j

16


https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-collaborations
https://sites.google.com/a/unicam.it/diego-dal-ben/activities-and-collaborations

grupy receptoréw sprzezonych z biatkami G (GPCR: G-protein coupled receptors).
Receptory te zbudowane sg z siedmiu domen transblonowych. Domeny transbtonowe
maja budowe o-helisy i sktadajg si¢ z 20-25 reszt hydrofobowych aminokwasow.
Miejscem wigzania si¢ liganda sg domeny tworzace tzw. ,,kieszen”, zanurzone w btonie
komorkowej. Polaczenia migdzy domenami stanowia trzy petle zewnatrzkomorkowe i
trzy cytoplazmatyczne roéznej wielko$ci. Koniec aminowy bialka receptorowego
umieszony jest po stronie zewnetrznej komorki 1 moze ulega¢ licznym modyfikacjom
potranslacyjnym.  Koniec  karboksylowy  zlokalizowany jest po  stronie
wewnatrzkomorkowej 1 zawiera sekwencje aminokwasowe, ktore moga ulegac
fosforylacji. Biatka G wigza si¢ z receptorem pod stronie wewnatrzkomorkowej, w
obrgbie trzeciej petli. Receptory z rodziny P1 mozemy podzieli¢ na cztery podtypy: Aj,
Aza, A2, As. Homologia pomigdzy poszczegdlnymi podtypami wynosi okoto 50%
(Fredholm 2000). Receptor Al wigze si¢ z biatkami Gip, natomiast receptor Asa z
biatkiem Gs. Aktywacja receptora Al powoduje zmniejszenie aktywno$ci cyklazy
adenylowej 1 stymuluje aktywno$¢ fosfolipazy C poprzez ktora nastepuje zwiekszenie
stezenia jonéw wapnia w cytoplazmie (Schulte i Fredholm 2000; Schulte i Fredholm
2003). Aktywacja receptora Aza, zwicksza aktywno$¢ cyklazy adenylowej i aktywuje
$ciezki sygnatowe zwigzane z kinazami MAP (Baraldi i wsp., 2008; Chen i wsp., 2013).
Receptor Azp faczy si¢ z biatkami GsGg11, a receptor As z biatkami GiGg11. Aktywacja
Aza zwigksza aktywno$¢ cyklazy adenylowej, stymuluje aktywnos¢ fosfolipazy C oraz
aktywuje kinazy MAP (Bader 1 wsp., 2017; Sun 1 Huang 2016). Stymulowanie receptora
A3z zmniejsza aktywnos$¢ cyklazy adenylowej, aktywuje fosfolipazg C przez co, tak jak w
przypadku receptora A1, zwigksza stezenie jondw wapnia w komorce. Tak jak wszystkie
wyzej wymienione receptory, A3z moze stymulowa¢ aktywnos¢ kinaz MAP (Borea 1 wsp.,
2015, Fishman i wsp., 2002). Receptory A1 i A2A mogg zosta¢ podbudzone przez niskie
stezenie adenozyny, natomiast aktywacja receptorow A2B 1 A3 jest zwigzana z
wystepowaniem wysokich stezen adenozyny w Srodowisku zewnatrzkomorkowym
(Borea 1 wsp., 2018). Receptory z rodziny P1 jest szeroko rozpowszechnione w
organizmach zywych i petlnig wazng rol¢ w utrzymywaniu homeostazy oraz w stanach

patologicznych.
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1.2.2 Rodzina P2

Rodzina receptorow P2 grupuje dwie zupelie rdézne podrodziny receptorow
nukleotydowych: metabotrobowe receptory P2Y oraz receptory P2X pehliagce role
kanatéw jonowych. Zaklasyfikowanie tych podrodzin receptorow do wspolnej rodziny
P2 jest zwigzane z historycznym podziatem, opartym na cechach farmakologicznym, a
nie mechanizmie dziatania, ktérego wowczas nie znano. Pod wzgledem ligandow, ktore
je aktywuja receptory P2X i P2Y sg podobne. Natomiast pod wzgledem mechanizmu
dziatania receptory P2Y 1 P2X sg zupehie rézne.

1.2.2.1 Receptory P2Y

Rodzina P2Y grupuje receptory metabotrobowe aktywowane przez zewnatrzkomorkowe
pochodne ATP i UTP. Pod wzgledem budowy molekularnej i mechanizméw
przekaznictwa wewnatrzkomorkowego sygnatu wykazuja podobienstwo do receptorow
adenozywonych P1.

Rodzina receptoréw P2Y to jedna z najliczniejszych grup receptoréw nukleotydowych.
Do tej pory odkryto az 8 réznych wariantow tych biatek: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14 (von Kiigelgen, i Hoffmann 2016). W rodzinie tej
wystepuja roéwniez tak zwane receptory sieroce — receptory zblizone sekwencja do danej
rodziny, ale bez znanego liganda (Murakami i wsp., 2008). Przyktadem takiego receptora
byt receptor P2Y 14 (Abbracchio i wsp., 2003). Jest to najbardziej zré6znicowana grupa
receptorow nukleotydowych réznica w sekwnecji pomiedzy poszczegdlnymi typami
wynosi od 21% do 57%.

Receptory te zbudowane sa z 7 domen transbtonowych, miejsce wigzania si¢ ligandu
znajduje si¢ w utworzone] przez domeny TM3, TM6 1 TM7 ,kieszeni” w blonie
komorkowej. Powinowactwo nukleotydow do tego regionu zwigzane jest z dodatnio
naladowanymi aminokwasami, ktore wykazuja oddziatywania -elektrostatyczne z
resztami fosforanowymi w nukleotydach. Za przekazywanie sygnalow do wnetrza
komorki odpowiadajg trdjpodjednostkowe (a,P,y) biatka G. Podjednostka o posiada
domene¢ wigzacg GTP oraz pelni role GTPazy, czyli moze przeprowadzi¢ hydrolize GTP
do GDP. Gdy do podjednostki a przytaczone jest GDP, to jest ona zwigzana z pozostalymi
biatkami kompleksu (B,y) 1 pozostaje w formie nieaktywnej, przylaczonej do receptora.
Jednak gdy do receptora zwigze si¢ agonista, nast¢puje zmiana konformacyjna receptora

1 biatka G. Powoduje to uwolnienie GDP, a nastepnie przytagczanie GTP do podjednostki
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a. Tak zmieniona podjednostka o odiacza si¢ od kompleksu biatek B 1 vy i aktywuje
kaskadg¢ sygnalizacyjnych procesow w komorce. Aktywno$¢ biatka G utrzymuje si¢ tak
dtugo jak do podjednostki przytaczone jest GTP. Gdy w wyniku hydrolizy GTP powstaje
GDP wszystkie trzy podjednostki taczg si¢ w nieaktywne biatko G, przylaczone do
receptora (Aittaleb i wsp., 2010; Baranska, 2014).

Zgodnie z drzewem filogenetycznym stworzonym na podstawie réznic w sekwencjach
genow, receptory P2Y mozemy podzieli¢ na dwie grupy. Do pierwszej nalezg receptory
P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, a do drugiej P2Y 12, P2Y13, P2Y 14 (Schoneberg i
wsp., 2007; Baranska i wsp., 2014). Receptory pierwszej grupy sa zwigzanie z biatkami
Gg11. Ich stymulacja powoduje przekazanie sygnatu przez biatko Gy i aktywacje
fosfolipazy C typu beta (PLCP). Aktywacja tego enzymy prowadzi do hydrolizy
zamieszczonego w btonie komdrkowej fosfatydyloinozytolo-(4,5)-bifosforanu (PIP2). W
wyniku hydrolizy powstaja dwa wtorne przekazniki informacji: trisfosforan inozytolu
(IP3) i 1,2-diacyloglicerol (DAG) (Wypych i Baranska, 2020). Rozpuszczalny w wodzie
IP; dyfunduje z btony plazmatycznej do cytoplazmy, a nastgpnie przylacza si¢ do
receptoréw trifosforanu inozytolu (IP3R) na powierzchni siateczki $rédplazmatyczne;.
Receptory te pelnig role kanatéw jonowych, ktore moga spowodowac uwolnienie jonow
wapnia z siateczki $rodplazmatycznej, w efekcie czego dochodzi do podwyzszenia
stezenia wapnia w cytoplazmie, a nast¢gpnie, w wyniku spadku stezenia jonow wapnia w
siateczce $rodplazmatycznej, dochodzi do otwarcia niezaleznych od napigcia kanalow
wapniowych w blonie komodrkowej (Berridge 1993; Taylor 1 Thorn 2001). Proces ten
powoduje zwigkszenie stezenia wolnych jondw wapnia w komorce poprzez naplyw
jonéw z przestrzeni mi¢dzykomorkowej. Ten proces wtornego naplywu wapnia z
przestrzeni zewnatrzkomorkowej, nastepujacy po oproznieniu zasobéw wapnia w
siateczce $rddplazmatycznej nosi nazwe pojemnosciowego naptywu wapnia (w jezyku
angielskim przyjeta si¢ nazwa SOCE — Store Operated Calcium Entry) (Hogan i1 Rao,
2016). Drugi z wtornych przekaznikow, powstalych w wyniku aktywnosci PLCB, DAG
pozostaje w btonie komorkowej i1 aktywuje kinaz¢ biatkowa C (PKC). Aktywna PKC
moze wywiera¢ hamujacy efekt na sam receptor oraz na PLC, hamujac hydroliz¢ PIP; i
zmniejszajac site sygnatu wapniowego. Dodatkowo aktywacja PKC prowadzi do
zwigkszenia aktywnosci fosfolipazy D (PLD) oraz szlaku kinaz MAP (Wypych 1
Baranska, 2020). Podsumowujac aktywacja receptorow P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6,
P2Y11 prowadzi do mobilizacji jondw wapnia w komorce. Trzeba jednak pamigtal, ze

receptory GPCR nie wykazujg stuprocentowej specyficznosci co do wigzanych
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podjednostek a biatek G i tak w przypadku receptora P2Y 11 moze nastgpi¢ alternatywna
aktywacja zwigzana z potaczeniem si¢ biatkiem Gs, ktora prowadzi do zwigkszenia
aktywnosci cyklazy adenylowej, a w konsekwencji do podwyzszenia stezenia cCAMP w
komorce (Kennedy, 2017). Powinowactwo biatek G, moze rowniez zosta¢ zmienione po
wejsciu receptorow P2Y w kompleks z innymi biatkami blonowymi. Przyktadem jest
kompleks integryny ovfs z receptorem P2Y2, w tych warunkach receptor moze
oddziatywac z biatkiem Go, aktywujac transdukcje sygnatu przez biatko Rac 1. Co wigce;j
zmiana konformacyjna receptora P2Y2, poprzez integryn¢ oyfs, powoduje transdukcje
sygnatu poprzez biatko G12 oraz kinaze ROCK (Klopocka i wsp., 2013).

Nalezace do drugiej grupy, receptory P2Y12, P2Y13 i P2Y 14, zmniejszaja st¢zenie
cAMP w komorce poprzez zahamowanie aktywnos$ci cyklazy adenylanowej. W
receptorach tych transdukcja sygnatu do wnetrza komorki odbywa sie za posrednictwem

biatka Gio.

1.2.3 Rodzina P2X

Receptory z rodziny P2X to biatka zupeilnie niespokrewnione z receptorami P2Y.
Receptory P2X s3 nieselektywnymi kanatami jonowymi, ktére otwieraja si¢ po
stymulacji ATP lub innymi syntetycznymi agonistami (North, 2016), powodujac
przeplyw pradu jonowego 1 depolaryzacj¢ blony komorkowej. Takie receptory nazywamy
receptorami jonotropowymi. Receptory te nie s3 monomerami. Aby receptor mogt
prawidlowo pemi¢ swoja funkcje musi powsta¢ wieloczasteczkowy, oligomeryczny
kompleks biatkowy, ktory tworzy kanal jonowy w blonie komorkowej. Receptory te
moga by¢ zarbwno homo- jak 1 heterooligomerami. Funkcjonalny receptor P2X sktada
si¢ zwykle z trzech podjednostek z ktorych powstaje kanat jonowy (Ralevic 1 Burnstock,
1998). Podjednostka receptora P2X sktada si¢ z dwdch regionéw transblonowych (TM1
1 TM2), wewnatrzkomorkowych koncow — karboksylowego i1 aminowego oraz
zewnatrzkomorkowej petli, ktora moze podlega¢ wielu modyfikacjom potraslacyjnym.
Domena transbtonowa TM1 jest zaangazowana w regulacj¢ przewodnictwa przez kanat
natomiast domena TM2 bierze kluczowy udzial w formowaniu kanatu jonowego (Khakh
1 wsp., 2001). W zewnatrzkomorkowej petli zlokalizowane s miejsca wigzania ATP oraz
antagonistow 1 allosterycznych regulatorow (Ennion i wsp., 2000; Rassendren 1 wsp.,
2000; Garcia-Guzman 1 wsp., 1997; Clarke 1 wsp., 2000). Do tej pory odkryto siedem

gendw kodujacych podjednostki receptorow z rodziny P2X. Oznaczono je numerami od
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1 do 7 (North 2002). Podobienstwo pomiedzy biatkami z tej rodziny wynosi od 30 do 50
procent w zalezno$ci od receptora (Rycina 1.2). Receptory rodziny P2X sa szeroko
rozpowszechnione w liniach komorkowych oraz tkankach organizmow ssakow

(Burnstock 1 Knight 2004; Burnstock, 2007).
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Rycina 1.2. Kladogram pokrewienstwa receptorow z rodziny P2X, w postaci drzewa filogenetycznego.
Procentowe wartosci przedstawiaja stopien podobienstwa w tancuchach aminokwasowych pomiedzy
poszczegolnymi receptorami. Skroty oznaczaja kolejno: h —biatko receptora cztowieka, r —biatko receptora
szczura, m —biatko receptora myszy, gp — biatko receptora kawii domowej, ¢ —biatko receptora kury.

(Zmodyfikowano wg. North i Surprenant, 2000)

1.3 Receptor P2X7

Na tle rodziny P2X wyrdznia si¢ szczegolny receptor — P2X7. Pierwsze doniesienia o tym
receptorze datuje si¢ na rok 1980 gdy Cockcroft i Gomperts zaobserwowali zwigkszone
wydzielanie histaminy przez komorki tuczne szczura po stymulacji duzymi stezeniami
zewnatrzkomorkowego ATP. W roku 1986 Gordon na podstawie danych z analiz
farmakokinetycznych wysunat teorie istnienia nowego receptora P2Z, ktory moze by¢
aktywowany niskimi dawkami syntetycznych agonistoéw lub wysokimi st¢zeniami ATP,
w poroéwnaniu do innych receptoréw nukleotydowych. Dodatkowo stymulacja receptora
P27 powodowata masywng depolaryzacje btony oraz powstanie w btonie komdrkowe;j

pora przepuszczalnego dla czasteczek wielkosci powyzej 900 kDa (Coutinho-Silva i wsp.,

21



1996; Ferrari i wsp., 1996). Identyfikacja nowego receptora nastapita w roku 1998, kiedy
grupa badawcza Surprenant przeprowadzita udane klonowanie szczurzego genu
kodujacego P2X7 i wprowadzenie go do komorek ludzkich komorek HEK293. Od
ukazania si¢ powyzszej pracy rozpoczety si¢ badania tego typu receptora w kolejnych

gatunkach zwierzat. Receptor zaklasyfikowano do rodziny P2X.

1.3.1 Struktura genu kodujgcego P2X7

Gen kodujacy receptor P2X7 powszechnie wystepuje u ssakow (Donnelly-Roberts 1 wsp.,
2009). Gen kodujacy receptor P2X7 cztowieka (hP2X7) zlokalizowany jest na
chromosomie 12 w locus q24. Gen ten zbudowany jest z 53733 par zasad, na ktore sktada
si¢ 13 eksondw (Buell i wsp., 1998). Te 13 eksonéw moze tworzy¢ 9 réznych wariantow
sktadania genu r6znigcych si¢ dlugoscia powstajacego mRNA oraz strukturg kodowanego
biatka (zostang one omowione w dalszej czeSci pracy). Gen P2X7 jest szeroko
rozpowszechniony ws$rdod innych modelowych gatunkéw zwierzat laboratoryjnych:
gryzoni (szczur, mysz, kawia domowa), ptazéw (zaba szponiasta) oraz naczelnych
(makak krolewski). Gen kodujacy receptor P2X7 myszy zlokalizowany jest na
chromosomie 5 w locus 62.5 cM . Struktura genu receptora u myszy wykazuje 81%
podobienstwa do genu cztowieka kodujacego ten receptor (Chessell i wsp., 1998). Gen
kodujacy biatko P2X7 szczura zlokalizowany jest na chromosomie 12 w locus ql6 i
wykazuje 80% homologii do genu czlowieka (Surprenant i wsp., 1996). Gen P2X7 u
wszystkich do tej pory zbadanych gatunkow zbudowany jest z 13 eksonow. Regulacja
transkrypcji genu P2X7 moze si¢ odbywa¢ z udzialem promotoréw i wzmacniaczy
transkrypcji, microRNA oraz dlugiego kodujacego RNA (Long Coding RNA).

Do tej pory zbadano strukturg promotorow cztowieka i myszy. Region promotorowy genu
P2X7 cztowieka jest zlokalizowany pomiedzy nukleotydami —158 do +38 otaczajacych
region rozpoczg¢cia transkrypcji (Zhou i wsp., 2009). Dodatkowo transkrypcja genu P2X7
czlowieka moze by¢ regulowana przez nieznane wzmacniacze transkrypcji w miejscach
+222 - +323 oraz +401 - +573 poprzez hipermetylacje cytozyny (Zhou 1 wsp., 2009).
Region promotorowy genu kodujacego receptor P2X7 myszy zlokalizowano pomi¢dzy
nukleotydami —249 do +17 otaczajacymi miejsce startu transkrypcji (Garcia-Huerta i
wsp., 2012). Dodatkowo w genie myszy zidentyfikowano wzmacniacze trnskrypcji
odpowiadajace na pobudzenie przez kwas retoinodiowy (Witamina A) (Hashimoto-Hill 1
wsp., 2017; Heiss 1 wsp., 2008). Co ciekawe w badaniach nad receptorem P2X7

cztowieka zaobserwowano efekt zupeilnie odwrotny. Podanie kwasu retoinodiowego
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powodowato obnizenie ilo$ci receptora P2X7 w komoérkach pochodzenia neuronalnego u
cztowieka (Orellano i wsp., 2010; Wu i wsp., 2009).

Poziom mRNA receptora P2X7 moze by¢ rowniez skutecznie regulowany przez
czasteczki miRNA (microRNA). Czasteczka miR-186 moze obnizy¢ poziom transkryptu
P2X7 w komérkach podocytow w nerkach (Sha i wsp., 2015). U myszy czasteczka miR-
150 obniza z kolei ilo$¢ receptora P2X7 w nabtonku ptuc regulujac jednoczes$nie poziom
wydzielania surfaktantéw przez te komoérki (Weng 1 wsp. 2012). Co wigcej czasteczka
miR-150 moze wpltywac¢ kardioprotekcyjnie na kardiomiocyty w mysim modelu
niedokrwienia serca (Tang i1 wsp., 2015), dzialajac poprzez regulacje apoptozy
uszkodzonych komorek. Regulacja ilo§ci P2X7 przez czasteczki microRNA jest mozliwa
rowniez w komodrkach nowotworowych. Czasteczki miR-150, miR-186, miR-21
obnizajace poziom transkryptu P2X7 sa nadprodukowane w nowotworach piersi, szyjki
macicy, pecherza moczowego i ptuc (Zhou i wsp., 2008; Huang i wsp., 2013; Boldrini i
wsp., 2015).

Ostatnig znang mozliwoscig regulacji poziomu transkrypcji genu P2X7 jest regulacja
poprzez dlugie niekodujace RNA (long-noncoding RNA, IncRNA). Krotkie interferujace
RNA komplementarne do IncRNA NONRATT021972 obniza ilo$¢ receptora P2X7 w
wielu patologicznych stanach takich jak bol neuropatyczny (Liu i wsp., 2016),
niedotlenienie mig¢$nia sercowego (Tu 1 wsp., 2016; Zou 1 wsp., 2016), oraz w stresie
metabolicznym (Li 1 wsp., 2016; Xu 1 wsp., 2016). siRNA komplementarne do IncRNA
uc.48+ obniza ilo$¢ receptora P2X7 w neuronach szczuréw chorujacych na cukrzyce (Wu

1 wsp., 2016).

1.3.2 Struktura bialkowa receptora P2X7

Funkcjonalny receptor P2X7, tak jak wszystkie receptory z rodziny P2X, zbudowany jest
przynajmniej z trzech podjednostek kodowanych przez gen P2RX7 (Rycina 1.3).
Podjednostka receptora P2X7 zbudowana jest z 595 aminokwasow. W strukturze
podjednostki mozna wyrdézni¢ dwie domeny transblonowe, petle zewnatrzkomdrkowa
(ktora zawiera miejsca wigzania si¢ ATP) oraz wewnatrzkomorkowe konce - aminowy 1
karboksylowy. Koniec aminowy reguluje przeptyw jonoéw wapnia przez kanat jonowy
oraz odpowiada za aktywacje kinaz sygnatowych (Amstrup 1 Novak, 2003; Liang i wsp.,
2015). Koniec karboksylowy w receptorze P2X7 jest zdecydowanie dtuzszy niz w innych
receptorach z rodziny P2X. Postuluje si¢ czgs¢ ta jest odpowiedzialna za oligomeryzacje

oraz tworzenie si¢ pora btonowego (Smart i wsp., 2003; Costa-Junior i wsp., 2011). Co
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wiecej na koncu karboksylowym znajduje si¢ rowniez miejsce wigzania dla
lipopolisacharydu, co $wiadczy o waznej roli tego receptora w regulacji proceséOw
zapalnych (Denlinger 1 wsp., 2001; Leiva-Salcedo i wsp., 2011). Dodatkowo koniec
karboksylowy zawiera domeny mogace oddziatywa¢ z innymi biatkami (Surprenant i

wsp., 1996).

/O

. . Q
Zamkniety kanat jonowy - 3 Otwarty kanat jonowy

Zamkniety kanatf jonowy J

Rycina 1.3. Struktura funkcjonalnego trimeru P2X7. A, C Receptor P2X7 w stanie niepobudzonym z
zamknietym kanalem jonowym. B i D Receptor P2X7 pobudzony przez zewnatrzkomérkowe ATP z
otwartym kanalem jonowym (Zmodyfikowano wg. Wei 2016).

1.3.3 Modyfikacje potranslacyjne receptora P2X7

Bialko receptora P2X7 moze ulega¢ wielu modyfikacjom potranslacynym, takich jak N-
glikozylacja, palmitylacja, fosforylacja/defosforylacja oraz ADP-rybozylacja.

Na koncu karboksylowym receptora znajduje si¢ kilka domniemanych miejsc, w ktorych
moze zachodzi¢ fosforylacja (Y382-384). Badania zmian fosforylacji tego regionu w
komorkach mikrogleju czlowieka wykazaty znaczaca role tego receptora w regulacji bolu
oraz tolerancji na opioidy (Leduc-Pessah i wsp., 2017). Interesujacym faktem jest to, ze
modyfikacja ta nie wplywata w zaden sposéb na zdolno$¢ przepuszczania jondw przez
kanal receptora P2X7. Karboksylowy koniec receptora P2X7 moze rowniez ulegac
palmitylacji. Modyfikacja ta jest powigzana z interakcjami mi¢dzy receptorem a btong
komorkowa. Ukierunkowana mutageneza miejsca palmitylacji wptywata na obecno$¢

receptora w btonie komorkowej. Komorki ze zmutowanym wariantem receptora P2X7,
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niezdolnym do palmitylacji, mialy obnizong ilo$¢ tego receptora w btonie komorkowe;,
natomiast duzg ilo$¢ w retikulum endoplazamatycznym (Gonnord i wsp., 2009).
Rejonem ktore ulega N-glikozylacji jest z kolei petla zewnatrzkomorkowa. Znajduje si¢
tam pig¢ miejsc, ktére moga ulegac¢ tej modyfikacji: N187, N202, N213, N241, N284.
Schemat glikozylacji moze r6zni¢ si¢ w zalezno$ci od rodzaju tkanki (Lenertz i wsp.,
2010). N-glikozylacja oprécz wptywu na poziom receptora w komoérkach, powoduje
rowniez zmiany w transdukcji sygnatu wewnatrz komorki. Ukierunkowana mutageneza
w miejscu N187 powodowata zablokowanie modyfikacji tego miejsca, a w rezultacie
zmniejszong aktywnosc¢ receptora P2X7 (Di Virgilio 1 wsp., 2018).

Ostania znang modyfikacja postranslacyjna, jaka moze by¢ poddany receptor P2X7 jest
ADP-rybozylacja. Modyfikacja ta powoduje alternatywng aktywacje P2X7 poprzez
imitowanie przylaczenia ATP w miejsce aktywne. Enzymy ART2.1 oraz ART2.2
rybozyluja receptor P2X7 w pozycji R125, w hipotetycznym miejscu wigzania si¢ ATP,
co powoduje jego trwalg aktywacje oraz zmniejszenie powinowactwa do
zewnatrzkomoérkowego ATP (Adriouch 1 wsp., 2001; Adriouch i wsp., 2008).
Modyfikacja ta zostata zaobserwowana tylko u gryzoni, gdyz w tkankach cztowieka nie
wystepuja enzymy ART2.1 i ART2.2 potrzebne do przeprowadzenia tego procesu (Haag
1 wsp., 1994).

1.3.4 Warianty skladania bialtka P2X7

Do tej pory zidentyfikowano 9 wariantow sktadania genow kodujacych ludzki receptor
P2X7 (Rycina 1.4). Gen tworzacy pelng i prawidlowo zbudowang podjednostke receptora
oznaczono symbolem P2X7A, natomiast kolejne warianty, wynikajace z alternatywnego
sktadania, nazwano kolejnymi literami alfabetu od B do J. Przeprowadzone badania
wykazaty jednak, ze tylko 3 sposrod skroconych wariantow biatka moga tworzy¢
podjednostki receptora. Sg to kolejno: P2X7B, P2X7H i1 P2X7J (Feng i wsp., 2006;
Adinolfi 1 wsp., 2010; Giuliani 1 wsp., 2014). Izoforma P2X7B charakteryzuje si¢, w
poréwnaniu do izoformy P2X7A, krotkim fragmentem karboksylowym. Izoforma ta, o
dtugosci 364 aminokwasow, tworzy funkcjonalny kanal jonowy, ktory z powodu
skroconego fragmentu karboksylowego nie moze uformowaé funkcjonalnego pora w
btonie komorkowej, a dlugotrwata stymulacja P2X7B, nie prowadzi do $§mierci komorek.
Co wigcej, obecnos¢ tej izoformy moze powodowac intensyfikacje proliferacji poprzez
stymulacj¢ czynnika transkrypcyjnego NFAT1 przez jony wapnia (Adinolfi 1 wsp., 2010).

Kolejna izoforma - P2XH o dlugosci 274 aminokwasow, tworzy niefunkcjonalny kanat
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jonowy (Cheewatrakoolpong i wsp., 2005). Ostatni z wykrytych na poziomie biatka
izofrom recetora to izoforma P2X7J. Zbudowana jest z 258 aminokwasow i potrafi
tworzy¢, razem z izoformg P2X7A, niefunkcjonalne heterotrimery. Taki heterotrimer
zwiekszal oporno$¢ komorek nowotworu szyjki macicy na zewnatrzkomorkowe ATP, nie
powodujac $mierci komorkowej (Feng 1 wsp., 2006).

U gryzoni wykryto cztery warianty sktadania dla genu kodujacego podjednostke P2X7
(P2X7B, P2X7C, P2X7D, P2X7K). Izoformy P2X7B i P2X7D potrafia tworzyc
heterodimery z izoformg P2X7A, zmniejszajac aktywnos¢ tak zbudowanego receptora
P2X7. Izoforma P2X7K zbudowana jest z 592 aminokwasow, ktéra gdy utworzy receptor
P2X7 charakteryzuje si¢ wigkszym powinowactwem do ATP niz receptor zbudowany z

podjednostek izoformy P2X7A (Schwarz i wsp., 2012).

mnwnqtnkomérkowapqtla ﬁw? coo'l
P2X7A 112 [3/4/5/6/7/8/9/10[11/12[13 | LG
P2X7B | 112 [3/4/5/6/7[8]|9]10| L G Stymuluje proliferacje
P2X7C I 1 I 2 1315]61 7 I 8[ 9 |10| G Wysoka czutos¢ na ATP
P2X7D I 1 l 2 l3l4l 6[ 7h lsl 9 ]10]11 [121 13 | G Wysoka czuto$é na ATP
P2X7E [ 112 3/4/5/6/9]10]
P2x7F [112]3[5]6[7] 9[10[11[12] 13|
P2X7G | 1 | 2 n33/4/5(6/ 7 [8[9/10|
P2X7H |1 |2 n33/4(5/6/78]/9/10[11/12/ 13 |L Niefunkcjonalny
P2X7J I 1 I 2 |314|5|6| 7—|I L Chroni przed $miercig komdrkowa
P2X7K I 1 I 2 131415]6| 7 I 8] 9 110111 [121 13 | G Wysoka czuto$¢ na ATP

L - wariant wykryty u ludzi G - wariant wykryty u gryzoni

I] Kodon stop

Rycina 1.4. Graficzne przedstawienie mozliwych wariantdw alternatywnego sktadania receptora P2X7

(zmodyfikowano wg. Andrejew i wsp., 2020).

1.3.5 Aktywacja receptora P2X7

Receptor P2X7 tak jak wszystkie receptory tej grupy aktywuje si¢ po stymulacji
zewnatrzkomérkowym ATP. Jednak w porownaniu do innych receptoréw P2X, stezenie
liganda musi by¢ wyzsze, okoto od 50 uM do 2,5 mM. Stezenie efektywnie aktywujace

receptor jest rozne w zaleznosci od gatunku organizmu, z ktorego pochodzi (Surprenant
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i wsp., 1996; Rassendren i wsp., 1997; Bradley i wsp., 2011; Roman i wsp., 2009; Fonfira
1 wsp., 2008).

Receptor P2X7 moze by¢ rowniez aktywowany przez syntetyczne analogi ATP, takie jak
2(3)-O-(4-benzoylbenzoyl) ATP (BzATP) oraz adenozyno 5-(y-tio) trojfosforan (ATPyS).
BzATP wykazuje okolo 10 razy wigksze powinowactwo do receptora P2X7, niz ATP.
Wyjatkiem jest receptor P2X7 pochodzacy z komoérek kawii domowej (Fonfira i wsp.,
2008), w tym przypadku BzATP aktywowat receptor P2X7 nieznacznie silniej niz ATP.
ATPyS aktywuje P2X7 pochodzacy z myszy, szczura, psa i cztowieka jednak poziom

aktywacji jest znaczaco stabszy w pordwnaniu do BZATP i ATP (Donnelly-Roberts i wsp.,
2009; Spildrejorde i wsp., 2014) (Tabela 1.1).

m Identycznos¢ EC5o (HM)

sekwencji (%) ATP BzATP ATPyS

Cztowiek 100 96 5 >100
Makak krélewski 96 800 58 Brak danych
Pies 85 1148 21 Brak danych
Szczur 80 85 4 >1000
Mysz (BALB\c) 80 200 60 >1000
Mysz (C57BL/6) 80 162 36 >1000
Kawia domowa 77 603 >200 Brak danych

Tabela 1.1. Zestawienie aktywnosci agonistéw receptora P2X7 w zaleznosci od gatunku, oraz stosowanego
agonisty. ECso onzacza medialne stezenie efektywne wyrazone w mikromolach (Na postawie Bartlett i wsp.,
2014) .

Cickawa 1 odmienng S$ciezka aktywacji P2X7 jest jego stymulacja zalezna od
lipopolisacharydow z bakterii gram-ujemnych (LPS). Wprowadzenie do wnetrza
komorki konstruktu genetycznego, powodujacego produkcje LPS-u w cytoplazmie
stymuluje kaspaze 11, ktora aktywuje, poprzez cigcie, kanat panneksyng-1. Powoduje to
zwigkszone uwalnianie ATP do $rodowiska zewnatrzkomorkowego i aktywacje P2X7
(Yang 1 wsp., 2015). Co wigcej postuluje si¢, ze LPS moze wptywaé na zwigkszenie
czulos$ci receptora P2X7 na zewnatrzkomdrkowe ATP, poprzez przytaczenie do domeny
wigzacej LPS w tymze receptorze i zmiany konformacyjne (Denlinger i wsp., 2001).
Istniejg doniesienia wskazujace na pozytywng role katelicydyn w regulacji aktywnos$ci
receptora P2X7. Nalezacy do tej rodziny antybakteryjny peptyd LL-37 aktywowat
receptor P2X7, powodujac dojrzewanie i uwolnienie IL-1B (Elssner i wsp., 2004).

Badania przeprowadzone przez inne grupy badawcze, wskazuja jednak, ze LL-37 nie
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aktywuje receptora P2X7 bezposrednio, tylko dziata jako czynnik zwigkszajacy czuto$§¢
na ATP (Pochet i wsp., 2006; Tomasing i wsp., 2008), poprzez modulacj¢ allosteryczng.
W podobny sposéb moga regulowac aktywnos¢ P2X7, liczne substancje takie jak: tenidap
(Sanz i wsp., 1998), polimyksyna B (Ferrari i wsp., 2004), klemastyna (Norenberg i wsp.,
2011), iwermetyna (Norenberg i wsp., 2012) oraz ginsenozydy (Helliwell i wsp., 2015).

1.3.6 Zahamowanie aktywnosci receptora P2X7

W trakcie intensywnych badan nad receptorem P2X7 odkryto wiele zwigzkow
chemicznych, mogacych hamowa¢ jego aktywnos¢ (Tabela 1.2). Kazdy z tych
antagonistow rézni si¢ powinowactwem do receptora, mechanizmem dzialania oraz
specyficznoscia gatunkowa.

Pierwsze generacje inhibitorow P2X7 byly silnie niespecyficzne, oprocz zahamowania
aktywnosci, P2X7 blokowaly rowniez inne receptory z rodziny P2 (Gever 1 wsp., 2006).
Przyktadem takich inhibitorow jest PPADS (Lambrecht i wsp., 1992; Valera i wsp., 1994)
i suramina (Urbanek 1 wsp., 1990) ktore, blokowaty rowniez inne receptory z rodziny:
P2X, P2Y oraz P1. Zdecydowanie bardziej specyficznym inhibitorem P2X7 pierwszej
generacji byto oxATP (Murgia i wsp., 1993), ktore przylacza si¢ w nieodwracalny sposob
do receptora P2X7. Jednak dalsze badania wykazaly, Ze nie jest to idealny antagonista.
Oprécz nieodwracalnej inhibicji spowodowanej przez kowalencyjne zmiany struktury
biatkowej, oXxATP moze réwniez hamowac¢ aktywno$¢ receptoréw P2X2 oraz P2X3
(Evans i wsp., 1995).

Jednym z najbardziej rozpowszechnionych w uzyciu inhibitorow P2X7 pierwszej
generacji, jest Blekit brylantowy G (BBG) (Soltoff 1 wsp., 1989; Jiang 1 wsp., 2000).
Inhibitor ten wykazuje najwicksze powinowactwo do szczurzego receptora P2X7,
blokujac go przy nanomolarnych stezeniach. Jest to stosunkowo tani i nietoksyczny
inhibitor, jednak nalezy wspomniec¢, Ze nie jest pozbawiony wad. BBG moze hamowac¢
aktywno$¢ innych receptorow P2X takich jak: P2X1, P2X2, P2X3 oraz P2X4 (Jiang 1
wsp., 2000). Co wigcej istniejg doniesienia o inhibicji paneksyny-1 przez BBG (Qiu 1
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Dahl, 2009; Dahl i wsp., 2013). Warto tez wspomnie¢, ze BBG jest barwnikiem, co w
niektdrych zastosowaniach moze powodowaé problemy.

Wraz z rozwojem nowych metod przesiewowych oraz poznaniu doktadnej struktury
biatkowej receptora P2X7, pojawity si¢ inhibitory drugiej generacji. Ich pojawienie si¢
bylo wynikiem zainteresowania przemyslu farmaceutycznego, ktére bylo skutkiem
stwierdzenia waznej rola receptora P2X7 w regulacji stanu zapalnego (Virgillio i wsp.,
2017) 1 bélu neuropatycznego (Zhang i wsp., 2020) . Inhibitory P2X7 pierwszej generacji,
byly gtéwnie, oparte na badaniach in vitro 1 jak si¢ okazato, czesto nie nadawaly si¢ do
zastosowania in vivo. Bylo to spowodowane szybka degradacja inhibitora po podaniu do
organizmu zwierzecia oraz stabymi wlasciwosciami farmakokinetycznymi (Bartlett i
wsp., 2014). Inhibitory nowej generacji charakteryzuja si¢ zwigkszong efektywnos$cia, w
stosunku do pierwszej generacji oraz wigksza biodostepnoscia w uktadzie in vivo (Nelson

1 wsp., 2006; Michel i wsp., 2007; Broom i wsp., 2008; Honore 1 wsp., 2009; Letavic i

wsp., 2013; Pupovac i wsp., 2013).

IC50 (uM)
2 > > N N g
=1 B 9 = = A
< ] S o [ o
m o o (=] i &
(=)] (%]
@ = = = w o
c = & ¥] ~ oA
(] = o N
Cztowiek 1,2 1,9 54 0,2 0,9 0,09 0,003 0,05 0,005
Makak Brak Brak Brak Brak
krélewski danych  danych  danych 01 03 danych 0,004 0,02 0,003
. Brak Brak Brak
Pies sy 0,05 ¢l 0,01 3,9 el 0,06 0,04 0,005
Szczur 1,2 0,6 2,8 >100 0,1 0,1 0,03 >20 0,063
Mysz 4,9 0,2 21 0,2 0,6 0,7 0,6 16 0,03
(BALB\C) ’ ’ ’ ’ ’ 7 ’ ’
Mysz 40 0,5 18 0,6 0,6 1,7 0,6 1,6 0,03
(CS7BL/6) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Kawia 02 002 Brak Brak Brak Brak Brak
domowa ! ! danych ! danych  danych danych ! danych

Tabela 1.2. Zestawienie efektywnos$ci antagonistow receptora P2X7 w zaleznosci od gatunku, oraz
stosowanego antagonisty. Cztery pierwsze od lewej to inhibitory pierwszej generacji, cztery nastgpne to
inhibitory drugiej generacji. ICso oznacza medialne st¢zenie inhibitora wyrazone w mikromolach (na

postawie Bartlett i wsp., 2014).

Alternatywa dla inhibitoréw w postaci malych czasteczek chemicznych sa monoklonalne

przeciwciala oraz nanociata skierowane przeciwko receptorowi P2X7. Podanie
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przeciwciala anty-P2X7 zmniejszalo stan zapalny w mysim modelu wrzodziejacego
zapalenia jelit (Kurashima i wsp., 2012). Zastosowanie nanociat skierowanych przeciwko
P2X7 zmniejszato z kolei kontaktowy wyprysk alergiczny w mysim modelu in vivo
(Danquah 1 wsp., 2016). Przeciwciata anty-P2X7 moga si¢ rowniez taczy¢ z krotkimi lub
niefunkcjonalnymi izoformami receptora (Barden i wsp., 2003). Zastosowanie
przeciwciala anty-P2X7 zmniejszalo aktywnos$¢ receptora P2X7 w komodrkach mysiego
czerniaka B16, powodujac redukcje wielkosci guza (Gilbert 1 wsp., 2017).

Na inhibicje receptora P2X7 moze wplywac rowniez zewngtrzkomorkowe stezenie jonow.
Wysokie stezenie jonow magnezu Mg>" obniza intensywno$¢ sygnatu wapniowego po
stymulacji przez ATP, w komoérkach szczurzych i ludzkich (Rassendren i wsp., 1997).
Dalsze badania tego fenomenu wykazaty wptyw innych jonow, takich jak wapn, cynk,
miedz, na aktywno$¢ P2X7. Znaczacy wptyw na aktywnos$¢ mialo tez stezenie jonow

wodorowych (pH) (Virginio i wsp., 1997).

1.4 Funkcje i fizjologia receptora P2X7 w komérkach prawidlowych

1.4.1 Regulacja wydzielania interleukiny do srodowiska zewngatrzkomoérkowego

Jedng z najbardziej intensywnie badanych, molekularnych funkcji receptora P2X7 jest
udzial w rozwoju stanéw zapalnych, a doktadniej formowaniu inflamasomu NLPR3, a
nastepnie w dojrzewaniu 1 uwalnianiu interleukiny 1B do srodowiska zewnetrznego przez
makrofagi oraz inne komoérki uktadu odpornosciowego (Gudipaty 1 wsp., 2003; He 1 wsp.,
2013). Wydzielanie interleukiny do S$rodowiska zewnatrzkomoérkowego odbywa sie
dwuetapowo. W pierwszym etapie nastgpuje synteza pro-interleukiny 1p oraz sktadnikow
inflamasomu NLPR3 przez stymulacj¢ czynnika transkrypcyjnego NF-«xf. Czynnik ten
aktywuje si¢ gdy komorka zostanie poddana dziataniu specyficznych wzorcow
molekularnych zwigzanych z patogenami (PAMP). Przyktadem takiego wzorca jest LPS,
ktory taczac z biatkiem wigzacym LPS (LBP) oraz biatkiem CD14, tworzy kompleksy
aktywujace czwarty receptor toll podobny (TLR4). W drugim etapie nastepuje sktadanie
inflamasomu, aktywacja kaspazy 1 oraz uwolnienie 1 dojrzewanie interleukiny 1.
Zewnatrzkomérkowe ATP aktywuje, znajdujacy si¢ na zewngtrznej blonie komorek
uktadu odporno$ciowego receptor P2X7, ktéry dzialajac jako nieselektywny kanat
jonowy powoduje wnikniecie, zgodnie z gradientem stezen, jonow wapnia (Ca*") oraz
sodu (Na") do wnetrza komoérki. Jednoczes$nie zgodnie z gradientem stezen, z komorki

uwalniajg sie jony potasu (K") i to zjawisko jest kluczowe w produkcji interleukiny 1p
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(Perregaux i wsp., 1998; Mufioz-Planillo i wsp., 2013). Nagly spadek stezenia potasu w
komoérce powoduje aktywacje kaspazy 1 (Kahlenberg i Dubyak, 2004). Do
nadprodukowanego w pierwszym etapie, bialka NLPR3, przylacza si¢ czasteczka
adaptorowa ASC, ktéra posiada domeng¢ rekrutujacg kaspazy (CARD). Domena ta
umozliwia wzmozong aktywacje kaspazy 1 poprzez cigcie pro-kaspazy. Aktywna
kaspaza prowadzi proteolityczne ci¢cie niedojrzatej formy IL-1f z formy o masie 35 kDa
do formy aktywnej o masie 18 kDa (Gross 1 wsp., 2011). Tak zmieniona cytokina zostaje
uwolniona na zewnatrz komorki, powodujac indukcje stanu zapalnego.

Interleukina 1P jest jedna z najlepiej zbadanych interleukin prozapalnych, bierze czynny
udzial w obronie komoérki przed patogenami oraz w wielu chorobach metabolicznych,
autoimmunologicznych oraz nowotworowych (Dinarello 1994; Macarthur i wsp., 2004;
Dinarello, 2018). Proces ten nast¢puje po stymulacji roznymi alarminami.
Dos$wiadczenia z myszami pozbawionymi genu kodujacego receptor P2X7, wykazaty
jego kluczowa role w formowaniu inflamasomu NLPR3 (Solle i wsp., 2001). Myszy te
wykazywaty obnizong ilo§¢ produkowanej IL-1f oraz IL-6 po stymulacji przez ATP, co

moze $wiadczy¢ o roli receptora P2X7 w odpowiedzi prozapalne;.

1.4.2 Rola receptora P2X7 w innych drogach prozapalnych

Receptor P2X7 jest zaangazowany w wydzielanie do srodowiska zewnatrzkomorkowego
prostaglandyn. W mysich makrofagach stymulacja receptora P2X7 powoduje
wydzielenie prostaglandyny E», tromboksany B: oraz leukotreiny B4 (Barbera-Cremades
1 wsp., 2012). Aktywowany P2X7 moze wplywaé rowniez na hydroliz¢ kwasu
arachidonowego, ktory jest substratem dla syntezy cyklooksygenazy, prostaglandyny E2,
ktore petnig wazna role w stanie zapalnym, gorgczce 1 bolu (El Ouaaliti 1 wsp., 2012). Co
wiecej aktywacje P2X7 obserwuje si¢ w uszkodzonych tkankach, w ktérych rozpoczyna
si¢ naciek zapalny. Stymulowanie przez zewnatrzkomérkowe ATP, mysich komorek
Kupftera indukowato nekrotyczng $mier¢ tych komorek oraz uwolnienie duzych ilosci
prostaglandyny E oraz IL-1p (Toki i wsp., 2009). Powyzsze badania wskazujg na P2X7
jako ciekawy cel w leczeniu stanu zapalnego, ktory moglby by¢ alternatywa dla

inhibitoréw cyklooksygenazy (Barbera-Cremades i wsp., 2012).
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1.4.3 Stymulacja wytwarzania reaktywnych form tlenu oraz azotu

Reaktywne formy tlenu sg stalym elementem sygnalizacyjnym w komorce zywe;j.
Enzymy tancucha oddechowego, wystepujacego w kazdej aktywnie metabolizujacej
komorce, prowadzac fosforylacje oksydacyjng, wytwarzajg duze ilosci reaktywnych form
tlenu oraz azotu (Hoffman i Brookes, 2009), redukowanych przez systemy anty-
oksydacyjne (Bae i wsp., 2011). Reaktywne formy tlenu produkowane przez makrofagi i
mikroglej petnig role¢ ochronng przed inwazja drobnoustrojow.

W wielu stanach patologicznych takich jak nowotwory czy choroby metaboliczne poziom
wolnych rodnikow jest zdecydowanie wyzszy niz w komorkach prawidtowych (Liou i
Storz, 2010; Alfadda i Sallam, 2012; Galadari i wsp., 2014). Sygnalizacja nukleotydowa
moze stymulowac produkcje reaktywnych form tlenu. Receptor P2X7 w komorkach
mikrogleju 1 makrofagéw wplywal na fosforylacje oksydazy NADPH, powodujac
zwigkszenie produkcji reaktywnych form tlenu. Molekularny mechanizm tej aktywacji
jest niejasny, z danych literaturowych wiadomo jednak, ze oksydazy NADPH mogg by¢
aktywowane przez wiele $ciezek zwigzanych z sygnalizacja wapniowg na przyktad: przez
kinaze bialkowa C, kinazy aktywowane mitogenami p38 i ERK1/2 oraz kinaze 3-
fosfoatydyloinozytolu (Guerra i wsp., 2007; Martel-Gallegos i wsp., 2009).
Zaobserwowano, ze ciagla stymulacja receptora P2X7 przez niskie stgzenia ATP nie
powoduje $mierci komérkowej, a zwigksza polaryzacj¢ btony mitochondrialnej poprzez
podniesione st¢zenie wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie, a co za tym idzie rowniez w
mitochondriach. Wapn ten wptywat na fosforylacje oksydacyjna, ktéra stymulowata
metabolizm komorkowy oraz wplywala na przezywalno$s¢ komorek w warunkach

pozbawienia glukozy (Adinolfi i wsp., 2005; Amoroso i wsp., 2012).

1.4.4 Tworzenie pora komérkowego

Wyjatkowa wlasciwo$cig receptora P2X7, odrdzniajaco go od innych receptorow z
rodziny P2X jest jego dualistyczna natura. Oprdcz nieselektywnego kanatu kationowego,
aktywowany P2X7 moze, indukowa¢ powstanie blonowego pora, ktorego otwarcie,
prowadzi do wnikania duzych czasteczek (powyzej 900 kDa) oraz $mierci komorki
(Surprenant i wsp., 1996; Rassendren i wsp., 1997). Wraz z dlugotrwalg stymulacja
agonistami P2X7 zwigksza si¢ przenikanie do wnetrza komorki organicznych kationow,
np. N-metyl-D-glukaminy (Jiang i wsp., 2005), ktéra jest zdecydowanie wigksza niz jony

wapnia, potasu czy sodu. Czas tworzenia si¢ pora jest rozny i zalezy od wielu czynnikow
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takich jak: rodzaj linii komorkowej, wariant sktadania biatka tworzacego receptor P2X7
oraz agonista jakim jest stymulowany.

Do tej pory przedstawiono dwa potencjalne mechanizmy tworzenia si¢ pora
komoérkowego po stymulacji receptora P2X7. Pierwszy zwigzany jest z biatkiem, ktore
wchodzi bezposrednio w interakcje z receptorem P2X7 — Panneksyna-1. Istnieje wiele
dowodow wskazujacych na kluczowa role tego biatka w formowaniu pora komérkowego
(Suadicani 1 wsp., 2012; Monif 1 wsp., 2009;). Eksperymenty z uzyciem malego
interferujgcego RNA, komplementarnego do genu kodujgcego Paneksyne-1 wykazaty, ze
obnizenie ilosci tego biatka w liniach komérkowych THP-1, 1321 N1 i J774 znaczaco
hamowato wnikanie duzych fluorescencyjnych czasteczek po stymulacji receptora P2X7
(Pelegrin 1 Surprenant 2006; Locovei 1 wsp., 2007; Iglesias i wsp., 2009). Co wigcej
wiarygodno$¢ tej teorii potwierdzaja eksperymenty z wykorzystaniem techniki
koimmunoprecyptiacji, w ktorych wykazano bezposrednig interakcje receptora P2X7 z
Panneksyna-1 (Li i wsp., 2011; Poornima i wsp., 2012).

Doswiadczenia z wykorzystaniem mysich makrofagdw z usunietym genem kodujacym
Panneksyne-1, sugerujg istnienie innych mechanizméw. Komorki te pomimo braku
Panneksyny-1 nie wykazywaly zmniejszenia efektywnosci wnikania barwnikow do
wnetrza komorki (Qu i wsp., 2011; Lemaire i wsp., 2011).

Co wiecej, w komoérkach HEK293 ze stala, zwigkszong iloscig receptora P2X7
zaobserwowano wnikanie tylko kationowych barwnikéw takich jak Yo-Pro-1 oraz
bromku etydyny. W mysich makrofagach zaobserwowano wnikanie barwnikow
kationowych poprzez por, natomiast barwniki anionowe wnikaly poprzez dyfuzje

(Schachter 1 wsp., 2008; Cankurtaran-Sayar 2009).

1.4.5 Wplyw aktywacji receptora P2X7 na reorganizacje blony komérkowej

Receptor P2X7 jest jednym z wielu bialek zaangazowanych w reorganizacje struktury
btony komorkowej. Mechanizm tych zmian jest stabo poznany, jednak stymulacja
niektorych rodzajow komorek zewnatrzkomérkowym ATP powoduje powstanie licznych
pecherzykow 1 wybrzuszen w btonie komorkowej w krotkim czasie od podania agonisty
(MacKenzie i wsp., 2001). Postuluje si¢ ze biatkami odpowiedzialnymi za zmiany w
btonie komorkowej jest kinaza ROCK I (Morelli i wsp., 2003), biatko szoku cieplnego
HSP90, ktore jest negatywnym regulatorem powstawania zmian w blonie komorkowe;j
(Adinolfi 1 wsp., 2003), oraz biatko EMP2 (Wilson i1 wsp., 2002). EMP2 wchodzi

bezposrednio w interakcj¢ z koncem karboksylowym receptora P2X7, co moze
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wskazywa¢ na powigzanie pomi¢dzy zmianami struktury btony komorkowej, a
powstawaniem pora komoérkowego po stymulacji receptora P2X7. Powstawanie
pecherzykéw w blonie komodrkowej nie jest zwigzane tylko ze stresem komoérkowym.
Receptor P2X7 jest rdwniez zaangazowany w reorganizacj¢ blony komoérkowej w
komorkach leukocytéw, w celu migracji przez naczynia krwiono$ne oraz macierz
pozakomoérkowa (Qu i wsp., 2009). Co wigcej, pojawienie si¢ pgcherzykéw w blonie
komorkowej, po stymulacji receptora P2X7, jest pierwszym krokiem w powstawaniu

pecherzykéw zewnagtrzkomorkowych (Qu i wsp., 2009).

1.4.6 Regulacja $mierci komorkowej

Jako ze na koncu karboksylowym receptora P2X7 znajduje si¢ domena podobna do
domeny $mierci w receptorze czynnika martwicy nowotworow (TNF-R1), ktora jest
zaangazowana w indukcje apoptozy, nie jest zaskakujace, ze receptor ten bierze udziat w
regulacji $mierci komorkowej (Zanovello 1 wsp., 1990, Chow 1 wsp., 1997; Denlinger i
wsp., 2001). Poczatkowo myslano, ze aktywacja tego receptora prowadzi gtownie do
$mierci nekrotycznej (Virgilio 1 wsp., 1989). Jednak dalsze badania wykazaty, ze P2X7
jest zaangazowany w inne rodzaje $mierci komérkowej. W literaturze mozemy spotkad
informacje o indukcji: pyroptozy (Yang i wsp., 2015), nekroptozy (Dubyak, 2012) oraz
autofagii (Young i wsp., 2015). Istnieja nawet udokumentowane przypadki na
wystepowanie charakterystycznych markeréw roznych rodzajow $mierci komorkowej w
obrgbie jednej komorki. W mysich limfocytach stymulowanych przez ATP, najpierw
zaobserwowano obkurczenie si¢ komorek co jest charakterystyczne dla $mierci
apoptotycznej, by po kilku minutach, traktowane komorki si¢ rozpadly jak podczas
smierci nekrotycznej (Taylor 1 wsp., 2008).

Zdolnos¢ do aktywacji $mierci komorkowej jest zalezna od wariantu sktadania receptora.
Aktywacja wariantu receptora P2X7B nie powoduje $mierci komodrkowej w
transfekowanych komoérkach HEK293 (Adinolfi i wsp., 2010).

Receptor P2X7 w znacznej wigkszosci nie powoduje indukcji $mierci apoptotycznej.
Najczestszym rodzajem $mieci komoérkowej jest w przypadku aktywacji receptora P2X7
nekroza. Co wigcej aktywacja receptora nie zawsze prowadzi do jakiejkolwiek $mierci
komorkowej. Zalezy to od rodzaju komorek oraz izoformy receptora (Virgilio i wsp.,

2017).
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1.4.7 Stymulacja podzialow komoérkowych

Jak wspomniano we wcze$niejszym podrozdziale, przez dtugi czas receptor P2X7 byt
uznany jako czynnik prowadzacy do $mieci komorkowej (Virgilio 1 wsp., 2017). Jednak
intensywne badania na réznych liniach komérkowych oraz z kolejnymi wariantami
sktadania receptora wykazaly, Ze receptor ten moze pelic¢ zupelie inng role. Pierwsze
doswiadczenia z limfocytami transfekowanymi przejSciowo genem receptora P2X7
wykazaty zwigkszong proliferacj¢ tych komoérek po stymulacji przez ATP (Baricordi 1
wsp., 1999). W komorkach limfocytow T aktywacja receptora P2X7 stymulowata
autokrynne wydzielanie ATP do §rodowiska oraz interleukiny drugiej. IL-2 stymulowata
aktywacje czynnikow transkrypcyjnych w limfocytach T co w efekcie zwigkszato ich
intensywno$¢ proliferacji w myszach szczepu BBALB/c (Yip 1 wsp., 2009). Badania nad
alternatywnymi wariantami sktadania receptora wykazaty, ze pozbawiona fragmentu z
konca karboksylowego, krotsza izoforma P2X7B moze wptywaé na zwigkszenie
intensywnosci proliferacji (Adinolfi 1 wsp., 2005; Adinolfi i wsp., 2010). Eksperymenty
przeprowadzone z komorkami mikrogleju wykazaly znaczaca role receptora P2X7 w
stymulacji proliferacji. Zahamowanie aktywnos$ci P2X7 przez inhibitory lub
wyprowadzanie linii komoérkowej ze zmutowanym wariantem receptora (G345Y)
obnizaty w znaczacym stopniu intensywno$¢ proliferacji mikrogleju (Bianco i wsp., 2006;

Monif i wsp., 2009; Monif i wsp., 2010).

1.5 Receptor P2X7 w komérkach nowotworowych

Receptor P2X7, jest rownie powszechny w komorkach nowotworowych jak 1 w
komorkach somatycznych. Stres zwigzany z hipoksja wewnatrz guza oraz $mier¢
komorek nowotworowych na skutek chemioterapii lub radioterapii (Martins 1 wsp., 2009;
Lecciso 1 wsp., 2017) moga wptywa¢ na zwigkszone uwalnianie ATP do $rodowiska.
Dodatkowo, obecno$¢ specyficznych biatek takich jak transportery SLC29A1, SLC29A2
oraz transportery nukleozydow SLC28A1-A3 moga znaczaco wplywac na zwigkszone
stezenie ATP w §rodowisku guza (Gray 1 wsp., 2004; Young i wsp., 2013). Obserwowany
efekt zwigkszonego stezenia zewnatrzkomorkowych nukleotydow zalezy jednak od
rodzaju tkanki z jakiej pochodzi nowotwor. Dlatego nalezy nieco bardziej szczegotowo
opisa¢ jak rézna moze by¢ odpowiedz receptora P2X7 w zaleznos$ci od kontekstu

tkankowego.
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1.5.1 P2X7 w nowotworze prostaty

Rozwijajacy si¢ nowotwor prostaty w poréwnaniu do tkanki prawidlowej charakteryzuje
si¢ wysoka ekspresja mRNA kodujacego receptor P2X7 (Ravenna i wsp., 2009). W
badaniach przeprowadzonych metodami immunohistochemicznymi, z wykorzystaniem
fragmentow pooperacyjnych guzéw prostaty ze 116 réznych przypadkéw, wykazano
wysoka ilos¢ receptora P2X7 (Slater i wsp., 2004a.). Co wiecej wysoka ilos¢ tego biatka
byta skorelowana z wysoka ekspresjg antygenu gruczotu krokowego, ktory jest znanym 1
powszechnie uzywanym markerem ztosliwosci nowotwordw prostaty (Slater 1 wsp.,
2005). Doniesienia te wskazuja, ze ilo$¢ receptora P2X7 mogtaby by¢ wykorzystywana
jako negatywny czynnik prognostyczny w rozwoju tego typu nowotworéw. Zauwazono
rowniez, ze poziom receptora P2X7 koreluje z poziomem receptoréw wspierajacych
podzialy komorkowe takich jak: receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (EGFR) oraz
receptor estrogenowy alfa (ERa), co moze wskazywaé na znaczaca role P2X7 w
sprzyjaniu powstawania bardziej ztosliwego charakteru guza (Ravenna i wsp., 2009).
Rowniez funkcjonalne badania in vitro z wykorzystaniem linii komorkowych raka
prostaty wykazaty zwiekszong agresywno$¢ i inwazyjnos¢ tych linii po stymulacji

receptora P2X7 przez zewnatrzkomorkowe ATP (Ghalali i wsp., 2014; Qiu i wsp., 2014).

1.5.2 Receptor P2X7 w nowotworach kosci

Wysoka ilos¢ receptora P2X7 zostala wykryta w wielu typach nowotwordéw uktadu
kostnego. W kostniakomigsakach, migsaku Ewinga 1 widkniaku chrzgstno§luzowatym
wykryto podwyzszong ilo§¢ receptora P2X7 w poréwnaniu do tkanek niezmienionych
nowotworowo (Gartland 1 ws., 2001, Algallaf i wsp., 2009; Liu i wsp., 2010). Linie
komorkowe pochodzace z uktadu kostnego charakteryzuja si¢ duza roznorodnoscia
izoform receptora P2X7. Komorki linii SaOs-2 wykazuja ekspresje funkcjonalnego
receptora P2X7, zdolnego do tworzenia pora w blonie komodrkowej. Stymulacja ATP i
BzATP powoduje zwickszong $§mier¢ komérkowa (Gartland i ws., 2001). Z kolei w linii
HOS, podanie do medium hodowlanego zewnatrzkomdrkowego ATP nie powodowato
Smierci komoérkowej, tylko zwigkszalo intensywno$¢ podzialow komorkowych (Liu 1

wsp., 2010)).
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1.5.3 P2X7 w nowotworach skory

Immunodetekcja biatka receptora P2X7 w biopsyjnym materiale tkankowym
pochodzacym od pacjentow chorujgcych na nowotwory skory wykazaty podwyzszong
ilo$¢ tego receptora, w porownaniu do tkanek prawidtowych. Podwyzszong synteze tego
receptora zaobserwowano rowniez w komoérkach prawidlowych keratynocytow
otaczajacych guz (Slater i wsp., 2003; White i wsp., 2005). Zaréwno w liniach
komoérkowych pochodzenia zwierzecego jak i pochodzacych od cztowieka, mozna
odnalez¢ podwyzszong ilo$¢ receptora P2X7. W spontanicznym, mysim czerniaku B16
poziom syntezy receptora P2X7, moze wplywac na przezywalno$¢ komoérek nowotworu
po radioterapii. Zastosowanie kombinacji radioterapii i inhibitorow receptora P2X7
znaczaco wplywalo na zwiekszong wydajnos¢ leczenia (Tanamachi 1 wsp., 2017). W
badaniach przeprowadzonych w innej grupie badawczej, juz samo podanie inhibitorow
receptora P2X7 znaczaco hamowato rozwdj guzéw nowotworowych pochodzacych z
mysiego czerniaka B16 (Adinolfi i wsp., 2012). Co cickawe w czerniaku B16 wystepuje,
prawdopodobnie  izoforma A  receptora P2X7, gdyz stymulacja przez
zewnatrzkomoérkowe ATP, powoduje powstanie komorkowego pora, jednak nie wptywa
on znaczgco na $mieré komoérkowa (Tanamachi i wsp., 2017). Badania komoérek
czerniaka czlowieka, zawartych w macierzy NCI-60 wykazaly, ze podwyzszona
ekspresja mRNA kodujacego receptor P2X7, jest charakterystyczna cecha wspolng dla
wszystkich komorek czerniakow (Shankavaram 1 wsp., 2009; Reinhold 1 wsp., 2012). Co
wiecej, zarowno w linii ludzkiego czerniaka A375, tak jak w mysiej linii B16, glownym
wariantem receptora P2X7 jest ta zdolna do tworzenia pora w btonie komoérkowej (White

1 wsp., 2005).

1.5.4 P2X7 w nowotworach trzustki

Zwigkszona ekspresja mRNA kodujacego receptor P2X7 zostata wykryta u pacjentow z
przewlektym zapaleniem trzustki oraz nowotworem trzustki (Kunzli i wsp., 2007). Biatko
receptora P2X7 rowniez jest wykrywane w liniach komorkowych pochodzacych z
nowotworow trzustki (Giannuzzo i wsp., 2015). Doswiadczenia z wykorzystaniem linii
komorkowych raka trzustki cztowieka wykazaty ré6znorodno$¢ obecnych w nich izoform
receptora P2X7. W badanych liniach mogty wystgpowaé razem, petna izoforma - P2X7
A oraz izoforma skrocona - P2X7 B. Komorki traktowane zewnatrzkomorkowym ATP
mialy obnizony indeks mitotyczny oraz zwigkszone pobieranie jodku propidyny co

swiadczy o otwarciu komodrkowego pora i wprowadzeniu komoérek na droge $mierci
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komorkowej (Giannuzzo i wsp., 2015). Pomimo tych jednoznacznych wynikow, komorki
te charakteryzowaly si¢ zwickszong ruchliwoscig i inwazyjnoscig. Ta sama grupa
badawcza wykazata wplyw receptora P2X7 na inwazyjnos¢ tych komorek in vivo, w
ortotopowym modelu raka trzustki (Giannuzzo i wsp., 2016). Podanie inhibitora
receptora P2X7 znaczaco zmniejszato objetos¢ guza oraz redukowato zwigzane z

nowotworem zmiany fibrotyczne trzustki.

1.5.5 Receptor P2X7 w raku piersi

Rola receptora P2X7 w nowotworach piersi jest duzo bardziej ztozona niz przypadki
opisane powyzej i petna niejasnosci. Cze$¢ badaczy wskazuje na zmniejszong synteze
P2X7 w gruczolakoraku zrazikowym oraz gruczolakoraku przewodowym w poréwnaniu
do tkanek prawidlowych (Li i wsp., 2009). Co wigcej badania z wykorzystaniem
czasteczek mikro RNA (miR-150), regulujacych synteze biatka P2X7 wykazaty, ze takie
obnizenie poziomu receptora P2X7 moze wplywac pozytywnie na rozwoj nowotworow
piersi. Linie komorkowe inkubowane z czasteczkami miR-150, wykazywaty zwigkszong
agresywnos$¢ 1 inwazyjnos¢, wraz z obnizeniem poziomu biatka P2X7. Te same wyniki
uzyskano w doswiadczeniach in vivo, podanie inhibitoréw miR-150, zwickszato syntezg
biatka P2X7, a przez to zmniejszaty agresywno$¢ guzow w ortotopowym modelu raka
piersi (Huang i wsp., 2013). W kontrze stoja badania przeprowadzone przez Tan w roku
2015, w ktorych wykazano zwigkszong produkcje biatka P2X7 w komorkach
nowotworowych, w porownaniu do komoérek prawidtowych. Co wigcej do§wiadczenia z
wykorzystaniem matego interferujagcego RNA, wykazaly ze zahamowanie syntezy
receptora moze wptywac negatywnie na proliferacj¢ komorek linii MCF-7. Oprocz tego
obnizenie poziomu P2X7 inicjowalo apoptoze w tej linii. W tych badaniach wykazano
rowniez dodatnig korelacje pomiedzy iloscig receptora P2X7, a iloscig receptora
estrogendw (Tan i wsp., 2015). Rozbiezno$¢ w badaniach poziomu receptora P2X7 w
tkankach prawidlowych 1 nowotworowych moze by¢ zwigzana z wariantami tego biatka.
Zastosowanie przeciwciata wykrywajacego koniec karboksylowy biatka nie wykryje
wariantow  skroconych receptora. Badania z wykorzystaniem przeciwciala
wykrywajacego fragment zewnatrzkomorkowy, wykazaty zwigkszony poziom receptora
P2X7, w porownaniu do tkanek prawidlowych (Slater i wsp., 2004b). Powyzsze
przyklady pokazuja jak bardzo skomplikowane moga by¢ uklady receptoréow w

komoérkach nowotworowych 1 jak bardzo podczas badan nalezy uzywaé¢ metod
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wykrywajacych mozliwe alternatywne warianty sktadania transkyptow kodujacych
receptor P2X7.

Poziom receptora P2X7 w nowotworze piersi moze by¢ rdéwniez powigzany z
niekorzystnymi warunkami $rodowiskowymi wystepujacymi w guzie. Warunki
obnizonego poziomu tlenu wplywaty na zwigkszenie syntezy mRNA 1 biatka receptora

P2X7 (Tafani i wsp., 2010).

1.5.6 Receptor P2X7 w nowotworach ukladu pokarmowego

W prawidlowym, niezmienionym patologicznie zotagdku poziom syntezy receptora P2X7
utrzymuje si¢ na niskim poziomie. Wraz z pojawieniem si¢ zmian nowotworowych
poziom tego biatka ro$nie. Co wigcej poziom syntezy P2X7 jest skorelowany ze stadium
rozwoju nowotworu. Im bardziej ztosliwy guz na pdzniejszym poziomie rozwoju, tym
wiekszy jest poziom receptora P2X7. Powyzsze wyniki sugeruja, ze receptor P2X7 moze
by¢ nowym czynnikiem prognostycznym dla okreslenia ztosliwo$ci nowotworu zotagdka
oraz szacowanego czasu przezycia chorego (Calik 1 wsp., 2020).

Bardziej skomplikowana ekspresja wystepuje w nowotworach jelita grubego. Analiza
fragmentow pooperacyjnych pochodzacych z 97 pacjentdw chorujacych na nowotwor
jelita grubego wykazata zréznicowany poziom syntezy receptora P2X7 w poréwnaniu do
tkanek prawidlowych. Co wigcej pacjenci z wysokim poziomem receptora P2X7 zyli
zdecydowanie krocej w poréwnaniu do pacjentdow z niskim poziomem syntezy receptora
P2X7 (Zhang 1 wsp., 2019). W nowotworach jelita grubego wykryto rézne warianty
receptora P2X7, te funkcjonalne tworzace por komérkowy oraz krotsze, pozbawione tej
funkcji (Barden i wsp., 2014). Podobny wzor ekspresji receptora P2X7 wystepuje w
liniach komorkowych. Linie HT-29 oraz Colo-205 charakteryzujg si¢ wystgpowaniem
krétszych izoform receptora P2X7, pozbawionych mozliwosci tworzenia pora
komorkowego (Barden 1 wsp., 2009), natomiast linie HCTS8, Caco-2 oraz MCA38
charakteryzuja si¢ wystgpowaniem pelnej formy receptora P2X7 tworzaca por

komorkowy (Coutinho-Silva 1 wsp., 2005; Kiinzli 1 wsp., 2011; Bian 1 wsp., 2013).

1.5.7 P2X7 w nowotworach phluc

Transkrypty kodujace receptor P2X7 znaleziono u 26 pacjentow chorujacych na
niedrobnokomorkowego raka ptuca. Co ciekawe w tych samych badaniach u pacjentow
z przewlekta obturacyjna chorobg ptuc nie wykryto zadnych transkryptow P2X7, co moze

wskazywa¢ na zwigzek tego receptora z nowotworzeniem. Co wigcej najwieksza
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ekspresja mRNA kodujacego P2X7 wystepowata w przerzutujacych komorkach
nowotworowych (Schmid i wsp., 2015). Receptor P2X7 wystepuje rowniez w liniach
nowotworowych niedrobnokomoérkowego raka ptuca A549, PC-9 oraz H-292 (Takai 1
wsp., 2012; Takai 1 wsp., 2014), a nie wystepuje zupetnie w komorkach prawidtowych
oskrzeli Beas-2B (Takai 1 wsp., 2014). W komorkach linii H-292 obnizenie poziomu
receptora P2X7, zmniejszato powodowang przez transformujacy czynnik wzrostu beta

(TGF-B) przebudowe cytoszkieletu aktynowego i migracje (Takai i wsp., 2014).

1.5.8 P2X7 w nowotworach krwi

P2X7 jest rowniez szeroko rozpowszechniony w roznych rodzajach biataczek, jednak
brakuje jednolitego wzorca funkcji tego receptora. W komorkach ostrej erytroleukemi
myszy (MEL), receptor P2X7 charakteryzuje si¢ tworzeniem funkcjonalnego pora
komoérkowego, ktory prowadzi do $mierci (Constantinescu i wsp., 2010). Poziom
receptora P2X7 jest rowniez podwyzszony w biataczkach dziecigcych (Chong i wsp.,
2009). P2X7 wykrywano rowniez u pacjentow chorych na ostra bialaczke
mieloblastyczng oraz ostra biataczke limfoblastyczng (Zhang i wsp., 2004). Co wigcej
podwyzszony poziom receptora P2X7 w komodrkach pobranych od chorych na ostrg
biataczke mieloblastyczng korelowat z krétszym czasem przezycia pacjentow. Receptor
P2X7 zostat wykryty rowniez w komoérkach przewleklej biataczki limfatycznej. W tej
chorobie poziom receptora P2X7 byt skorelowany z nasileniem choroby (Adinolfi 1 wsp.,
2002). Inne badania dotyczace przewleklej biataczki limfatycznej wykazatly
wystgpowanie dwoch wariantow receptora P2X7 w tych komorkach. Obok pelnego
receptora tworzacego por komorkowy, komorki te charakteryzowaty si¢ wystepowaniem

formy skroconej receptora P2X7, nietworzacego pora komérkowego (Gu 1 wsp., 2000).

1.5.9 P2X7 w raku szyjki macicy

W raku ptaskonabtonkowym szyjki macicy, badanie metodg immunodetekcji wariantow
receptora P2X7 nietworzacych pora komérkowego, wykazato podwyzszony poziom tego
biatka w poréwnaniu do tkanek prawidtowych (Barden i wsp., 2014). Co wigcej badania
innej grupy badawczej wykazaty obnizony poziom peinej dlugosci wariantu receptora
P2X7, przy czym poziom obnizenia korelowal ze stopniem rozwoju nowotworu (Li 1 wsp.,
2007). Istnieja rowniez doniesienia wskazujace na wystgpowanie réznych izoform

receptora P2X7 jednocze$nie w komorkach raka szyjki macicy, gdzie alternatywny
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wariant sktadania receptora P2XJ moze tworzy¢ niefunkcjonalne triremy z wariantem

P2X7A (Feng i wsp., 2006).

1.5.10 P2X7 w raku jajnika

Immunodetekcja poziomu receptora P2X7 wykazala wysoki poziom tego receptora u
pacjentek z rakiem jajnika oraz u zdrowych dawcow tkanek. Poziom receptora w
tkankach zdrowych i zmienionych chorobowo nie rdznit si¢ znaczaco. Co ciekawe, w
tych samych badaniach, linie komoérkowe pochodzace od pacjentek z nowotworem
jajnika SKOV-3 oraz CAOV-3 wykazywaly podwyzszony poziom receptora oraz
zwigkszona intensywnos$¢ proliferacji po stymulacji receptora P2X7 przez ATP i BZATP
(Vazquez-Cuevas i wsp., 2014). Badania innej grupy badawczej wykazaty, ze w materiale
biopsyjnym, pochodzacym od pacjentek chorujacych na raka jajnika wystepuja
roéwnoczesnie: wariant receptora P2X7 tworzacy por komérkowy oraz krotsze warianty

nie posiadajace tej zdolnosci (Gilbert i wsp., 2019).

1.5.11 P2X7 w neuroblastomie

Badania z wykorzystaniem guzéw pochodzacych od pacjentow chorujacych na
neuroblastome¢ wykazano wysoki poziom syntezy biatka P2X7, niezaleznie od stopnia
zaawansowania choroby. Dostepne komercyjnie linie komoérkowe réwniez
charakteryzujg si¢ wystepowaniem biatka P2X7 (Raffaghello 1 wsp., 2006). Co wigcej
stymulacja komoérek neuroblastomy przez zewnatrzkomorkowe ATP, nie powodowata
$mierci komorkowej, lecz intensyfikacje podziatow komodrkowych oraz zwigkszone
wydzielanie substancji P. Moze to sugerowac, ze w komorkach neuroblastomy znajduje
si¢ krotszy wariant receptora P2X7, ktory nie powoduje $mierci komoérkowej poprzez
tworzenie pora w blonie (Raffaghello i wsp., 2006). Badania innej grupy badawczej
wykazaty silng ekspresj¢ mRNA kodujacego receptor P2X7 w probkach pochodzacych
od 131 pacjentéw chorujacych na neuroblastome (Amoroso 1 wsp., 2015). Wykazano
roOwniez, ze istnieje korelacja pomiedzy wysoka ekspresja genu kodujacego P2X7, a
czasem przezycia pacjentow. Badania z wykorzystaniem komorek linii ACN wykazaty,
Ze obnizenie poziomu receptora P2X7 z wykorzystaniem matego interferujacego mRNA,
zmniejszalo fosforylacje kinazy AKT (in vivo i in vitro) oraz poziom unaczynienia guzach

nowotworowych in vivo (Amoroso i wsp., 2015).
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1.5.12 P2X7 w glejaku wielopostaciowym

Glejak wielopostaciowy jest najczgstszym 1 najbardziej zlosliwym nowotworem
pierwotnym mozgu u dorostych. Guzy te charakteryzuja si¢ najwickszym stopniem
ztosliwos$ci, czestymi nawrotami choroby, gwaltownym rozrostem oraz niszczeniem
przylegajacych do guza tkanek. Srednia dlugosé zycia cztowieka, u ktérego
zdiagnozowano glejaka wielopostaciowego wynosi od kilku miesiecy do dwoch lat po
postawieniu diagnozy (Kleihues i wsp., 2002; Wen 1 Kesari, 2008). Wysoka §miertelnos¢
wynika nie tylko ze ztosliwosci guza, ale rowniez trudnego leczenia i diagnostyki. Jako
ze stosowane leki musza przenika¢ barier¢ krew-moézg by dotrze¢ do ogniska choroby,
chemioterapia jest ograniczona do kilku chemoterapeutykdw podawanych doustnie np.
Temozlolomidu (Bush i wsp., 2017). Réwniez radioterapia nie zawsze odnosi pozytywne
skutki. Wynika to z wystepujacej u pacjentdw roznej opornos$ci na promieniowanie
jonizujace oraz z silnie hipoksyjnego charakteru glejaka wielopostaciowego, ktory
utrudnia dziatanie radioterapii (Amberger-Murphy, 2009). Najczesciej stosowang
strategig leczenia, ktdra zapewnia najdtuzszy czas wolny od choroby oraz poprawe zycia
pacjenta, jest chirurgiczne usunig¢cie guza wraz z otaczajacymi go tkankami (Glinski i
wsp., 2006). Jednakze z powodu sktonnosci do tworzenia komoérkowych naciekow
catkowite usuniecie guza jest niemal niemozliwe, a pozostawione resztki guza powoduja
w niedtugim czasie wznowienie choroby.

Receptor P2X7 jest, obok innych receptoréw nukleotydowych, szeroko
rozpowszechniony we wszystkich komorkach tworzacych tkanke mézgowa (Collo 1 wsp.,
1997; Duan 1 Neary, 2006; Yu 1 wsp., 2008; Jimenez-Mateos 1 wsp., 2019). Nic wigc
dziwnego, Ze receptor ten jest rOwniez zaangazowany w wiele stanéw patologicznych w
moézgu, w tym i w glejaku wielopostaciowym. Receptor P2X7 wystepuje w niemal
wszystkich modelach komorkowych glejaka wielopostaciowego jednak jego rola w
rozwoju tej choroby jest niejasna. Analiza poziomu biatka oraz ekspresji genu kodujacego
P2X7 wykazata obnizony poziom receptora P2X7 w glejaku, w poréwnaniu do
prawidtowego mézgu. Ten fenomen autorzy ttumaczyli metylacja genu kodujacego P2X7
(Liu i wsp., 2017).

W badaniach z wykorzystaniem mysiej linii glejaka wielopostaciowego GL261
wykazano role tego receptora w zwigkszeniu podatnosci na $mier¢ komorkowa oraz w
zmniejszaniu opornosci na radioterapi¢. Obnizenie 1ilo$ci receptora P2X7

wykorzystaniem maltego interferujacego RNA, nie zmniejszato wielko$ci guzéw w
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modelu in vivo. Jednak guzy z obnizong ilo$cig tego receptora, byly istotnie mniej podatne
na radioterapi¢ (Gehring i wsp., 2015). Podobne wyniki wskazujace na pozytywna rolg
receptora P2X7 na stymulacje $mierci komdorkowej w warunkach in vitro wykazata
Tamajusuku. Komorki mysiego glejaka GL261, stymulowane przez zewnatrzkomorkowe
ATP, ginety poprzez nekroze (Tamajusuku i wsp., 2010). Co wigcej w komorkach tej linii,
receptor P2X7 jest prawdopodobnie funkcjonalny i jego aktywacja powoduje powstanie
sygnalu wapniowego oraz pora komodrkowego prowadzacego do $mierci komorki.
Badania przeprowadzone przez grupe Stronga, wykazaly wzrost sygnatu wapniowego po
stymulacji przez zewnatrzkomoérkowe ATP. Przeprowadzenie stymulacji receptora w
pozywce z obnizong zawarto§cig jondOw wapnia zmniejszatlo znaczaco ilos¢
odpowiadajacych komorek, co wiecej dodanie inhibitora receptora P2X7 — oxATP
rowniez obnizato ilo§¢ odpowiadajacych komorek (Strong i wsp., 2018). Zatem w
przypadku mysiego modelu glejaka GL261, receptor P2X7 pelni role receptora
regulujacego $mieré komoérkowa i stymulacja przez zewnatrzkomorkowe ATP moze
wzmacnia¢ dziatanie przeciwnowotworowe w terapii.

Zdecydowanie wiecej niejasnosci co do funkceji receptora P2X7, wystepuje w szczurzych
w komorkach glejaka wielopostaciowego. Badania z wykorzystaniem apyrazy, enzymu
hydrolizujacego ATP, wykazaly ze podanie jej w okolice wszczepionego guza glejaka C6
zmniejszalo jego objetos¢. Co wigcej skutki inhibicji guza byta zblizona do efektow
uzyskanych w grupie zwierzat leczonych temozolomidem (Morrone 1 wsp., 2006).
Niejasna pozostaje za to funkcjonalno$¢ receptora P2X7 w komorkach glejaka C6 w
warunkach in vitro. Cz¢$¢ badaczy uwaza ze sygnal wapniowy pojawiajacy si¢ po
podaniu ATP lub BzZATP pochodzi ze stymulacji receptora P2X7 oraz, Ze stymulacja tego
receptora wptywa na zwigkszong agresywnos¢ komorek glejaka C6 oraz na ekspresje
tego receptora (Wei 1 wsp., 2008). Rowniez badania przeprowadzone w naszej grupie
badawczej wykazaly pojawienie si¢ sygnalu wapniowego po stymulacji przez BzATP,
oraz zwigkszong intensywnos¢ proliferacji, bez sladow $mierci komorkowej (Matysniak
1 wsp., 2020). Z drugiej strony badania z sygnalu wapniowego w glejaku C6 wykazaty
réwniez mozliwos$¢ stymulacji receptora P2Y2 przez BzATP oraz brak powstawania
komoérkowego pora po stymulacji receptora P2X7 (Suptat-Wypych 1 wsp., 2010). Inne
grupy badawcze wskazujg kanat jonowy TRPM7 jako zrdédto sygnatu wapniowego po
podaniu BzATP w komorkach glejaka C6 (Norenberg i wsp., 2016). Nalezy jednak

zauwazy¢ ze do tej pory nie wykonano zadnych badan z uzyciem matego interferujagcego
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RNA lub innych metod inzynierii genetycznej, ktora moglaby pomdc zbadaé aktywnos¢
P2X7 w tych komorkach, w warunkach in vitro.

Badania in vivo z wykorzystaniem szczurzego glejaka C6 wskazujg na jednoznaczng i
znaczgca rolg receptora P2X7 w regulowaniu agresywnosci guza. Podawanie szczurom z
wprowadzonym glejakiem C6, inhibitora tego receptora (BBG), zmniejszato znaczaco
rozmiar guzow oraz ilo$¢ naciekajacego mikrogleju na guz (Ryu i wsp., 2011). Co wigcej
wykazano réwniez wptyw receptora P2X7 na wydzielanie biatka zapalnego makrofagow
(MIP-1a), ktére moze sprzyjac rekrutacji mikrogleju i wspieraniu agresywnosci glejaka
C6 (Fang i wsp., 2011). W literaturze pojawito si¢ jednak réwniez doniesienie o
hamujacym wplywie receptora P2X7 na rozwdj glejaka C6. W badaniach
przeprowadzonych przez Fang 1 wspolpracownikow wykazano ze inhibicja receptora
P2X7 zwigksza rozmiar guza oraz powoduje zwigkszenie ekspresji receptora P2Y2,
czynnika indukowanego przez hipoksje¢ (HIF-la) oraz czynnika wzrostu $rdédbtonka
naczyniowego (VEGF).

Podobnie skomplikowana jest ekspresja i funkcja receptora P2X7 w komorkach glejakow
cztowieka. Receptor P2X7 wystepuje w prawie wszystkich badanych liniach glejaka
wielopostaciowego (Ji1wsp., 2018; Bergamin i wsp., 2019; Matysniak i wsp., 2020) oraz
tkankach pochodzacych od pacjentdw (Ziberi i wsp., 2020). Jednak funkcjonalno$¢ tego
receptora rozni si¢ w zaleznos$ci od linii komorkowej. Wszystkie grupy badawcze
pracujace nad tym zagadnieniem jednoznacznie wskazujg na brak $mierci komorkowej w
hodowlach ludzkich glejakow (Ji 1 wsp., 2018; Bergamin i wsp., 2019; Matysniak 1 wsp.,
2020). Jednak na tym spojnos¢ wynikow miedzy grupami si¢ konczy. Ji i
wspolpracownicy wykazali ze stymulacja receptora P2X7 przez agonist¢ — BzATP
wplywa pozytywnie na proliferacj¢ komorek ludzkich glejakow. Jednak badania innych
grup nie potwierdzaja tych doniesien (Bergamin i wsp., 2019; Matysniak i wsp., 2020).
Zahamowanie aktywnos$ci receptora P2X7 wptywato na wielko$¢ guzow w modelu in
vivo ludzkiego glejaka U-138 (Bergamin 1 wsp., 2019). Réwniez w modelu ludzkiego
glejaka U-251 zablokowanie aktywno$ci receptora P2X7 wplywalo hamujaco na
proliferacj¢ komoérek oraz wydzielanie czynnika stymulujacego tworzenie kolonii
granulocytow 1 makrofagow (GM-CSF). Co wigcej inhibicja wzrostu komorek na skutek
podania inhibitora P2X7 dawala taki sam rezultat w hamowaniu proliferacji jak
traktowanie komorek temozlolomidem (Drill i wsp., 2020; Kan i wsp., 2020).
Zewnatrzkomoérkowe ATP moze rowniez wplywac¢ na rozwdj sferoidéw in vitro oraz na

populacje komorek macierzystych glejaka. ATP podane do pozywki hodowlanej obnizato
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poziom markeréw komorek macierzystych oraz zmniejszato wielko$¢ sferoidow ludzkich
glejakow in vitro (Ledur 1 wsp., 2012). Jednak badania z wykorzystaniem komoérek
macierzystych glejakow, wyizolowanych od pacjentéw wykazaly stymulujaca role
receptora P2X7 na rozwdj komorek macierzystych oraz na obecno$¢ markerdéw przejscia
epitelialno mezenchymalnego (EMT), ktére wptywaja na zwigkszong migracj¢ komorek
(Ziberi i wsp., 2020). Co wigcej w pracy tej po raz pierwszy wykazano istnienie roznych
wariantow alternatywnego sktadania receptora P2X7.

Istniejg réwniez doniesienia o hamujagcym wptywie receptora P2X7 na ludzkiego glejaka
MO059J, wrazliwego na radioterapi¢. Napromienienie komorek wptywato na zwigkszong
syntez¢ receptora P2X7 w tych komorkach, oraz zwigkszato liczbe komorek
wchodzacych na drogg $mierci komorkowej (Gehring i wsp., 2012).

Reasumujac, z badan nad rolg receptora P2X7 wylania si¢ niejednorodny obraz. Receptor
ten wydaje si¢ by¢ zaangazowany w wiele funkcji komérkowych, jednak aby w petni
zrozumie¢ jaka jest jego rola w glejaku wielopostaciowym, potrzebne jest wigcej
doglebnych badan, ktoére wskaza molekularne interakcje receptora i mechanizmy

dzialania na konkretne §ciezki przekazywania sygnalow w komorce.
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Receptor P2X7 jest jednym z najintensywniej badanych receptoréow nukleotydowych z
rodziny P2X. Receptor ten jest szeroko rozpowszechniony w komorkach réznych
gatunkéw oraz bierze udzial w wielu waznych fizjologicznych procesach takich jak:
wydzielanie interleukin, regulacja stanu zapalnego, indukcja boélu, indukcji $mierci
komorkowej. Istniejg rowniez doniesienia o regulujacym wptywie receptora P2X7 na
rozwoj 1 wzrost takich nowotworow jak: rak prostaty, rak szyjki macicy, rak ptuc oraz
neuroblastomy. Jednak w przypadku glejaka wielopostaciowego rola receptora P2X7 jest
wcigz stabo poznana.

Weczeéniejsze badania przeprowadzone w Instytucie Biologii Doswiadczalnej im. M.
Nenckiego wykazaty, ze receptor P2X7 w komorkach glejaka C6 szczura jest
niefunkcjonalny, a obserwowany sygnat wapniowy pochodzi z stymulacji receptora P2Y2
przez syntetycznego agonist¢ BzZATP. Jednak wyniki te stoja w pewniej kontrze do badan
uzyskanych w modelu in vivo przez inne grupy badawcze.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie roli receptora P2X7 w komorkach szczurzego i

ludzkiego glejaka wielopostaciowego w modelu in vitro 1 in vivo.

Zamierzony cel realizowano poprzez wykonywanie zadan badawczych:

- Analiza ekspresji genoOw kodujacych receptory nukleotydowe z rodziny P2 w glejakach
wielopostaciowych

- Analiza funkcjonalnosci receptora P2X7 oraz jego wpltywu na fenotyp komorek
glejakéw wielopostaciowych

- Analiza sygnalu wapniowego w komorkach szczurzego glejaka C6 po obnizeniu
ekspresji receptora z wykorzystaniem matego interferujacego RNA oraz zmian w
sciezkach sygnatowych in vitro

- Analiza mechanizmu agresywnosci szczurzego glejaka C6 w modelu in vivo

- Analiza $ciezek sygnatowych zaangazowanych w zwigkszong przezywalnos¢ komoérek
glejaka wielopostaciowego

- Analiza wplywu receptora P2X7 na mikrosrodowisko guza
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3.1 Hodowla komorkowa

Linie komorkowe pochodzace z cztowieka: U-87 (ECAC), U-251 (ECAC), U-138
(DSMZ) oraz lini¢ komorkowa szczura C6 (ATCC) hodowano w inkubatorze (Thermo
Scientific Heraeus) w temperaturze 37°C oraz atmosferze zawierajacej 5% CO> oraz 95%
wilgotnosci wzgledne;.

Linie komorkowe hodowano na pozywce DMEM o wysokiej zawartosci glukozy (4,5
g/L) (Lonza) suplementowanej bydleca surowicg ptodowa (Gibco) w koncowym stezeniu
10%. Komorki hodowano na naczyniach hodowlanych z zmodyfikowanego plastiku,
przystosowanego do hodowli komorkowych (Sarsted).

Morfologi¢ i1 zageszczenie hodowanych komorek rutynowo oceniano z wykorzystaniem
mikroskopu odwroconego (Nikon) wyposazonego w kontrast fazowy. Gdy hodowane
komorki osiagnety 80% zageszczenia bylty pasazowane w celu uniknigcia niekorzystnych
zmian w parametrach linii komorkowe;.

W celu oderwania komoérek od podtoza hodowlanego wykorzystywano roztwor 0,05 %
trypsyny z 0,02 % EDTA (Gibco). Z naczynia hodowlanego usuwano starag pozywke
hodowlana, a nastepnie przeptukiwano komorki roztworem trypsyny z EDTA. Nastepnie
komorki poddawano trawieniu struktur adhezyjnych w 3 ml trypsyny przez 3 minuty w
inkubatorze, w temperaturze 37°C. Po oderwaniu si¢ komorek od podtoza, natychmiast
neutralizowano trypsyn¢ poprzez podanie nadmiaru pozywki hodowlanej zwierajacej 10%
surowicy ptodowej bydlece;.

Liczbe komorek oraz ich zywotno$¢ oceniano z wykorzystaniem licznika komorek
TC20™ Automated Cell Counter (Biorad) po barwieniu biekitem trypanu (Biorad).
Hodowane linie komodrkowe byly rutynowo sprawdzane na obecnos$¢ bakterii z rodziny
Mycoplasma sp. z wykorzystaniem komercyjnego zestawu PCR Mycoplasma Detection

Kit (Applied Biological Materials) zgodnie z instrukcjg podang przez producenta.

3.1.1 Krioprezerwacja i ponowne wprowadzanie komérek do hodowli

Swiezo zakupione linie byly hodowane do osiggniecia odpowiedniego poziomu
zageszczenia (okolo 80%), a nastepnie byly przenoszone do banku komérkowego w celu
zmniejszenia niekorzystnych zmian w fenotypie linii komorkowej w wyniku dtugotrwate
hodowli. Komoérki hodowanych linii glejaka wielopostaciowego odrywano od podtoza z
wykorzystaniem trypsyny. Nastepnie trypsyn¢ neutralizowano trzykrotnym nadmiarem

kompletnej pozywki wzrostowej. Zawiesing komorek nastgpnie wirowano przez dwie
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minuty z predkoscig 500 x g, usuwano pozywke z nad osadu a ten zawieszano w
mieszaninie kompletnej pozywki hodowlanej (20%), ptodowej surowicy bydlecej (70%)
1 DMSO (10%). Zawiesing komorek przenoszono do probdwki odpornej na dziatanie
niskich temperatur (Sarsted) i wstepnie schtadzano w temperaturze -20°C przez okoto 2h.
Tak przygotowane komorki przenoszono do -80°C na 24 h. Po tym czasie przenoszono je
do banku komoérkowego, gdzie w oparach cieklego azotu mozna je bylo dtugotrwale
przechowywaé w temperaturze -196°C.

W celu ponownego wprowadzenia komoérek do hodowli, komoérki wyjmowano z banku i
szybko ogrzewano w tazni wodnej do temperatury 37°C. Gdy zawarto$¢ krioprobowki
si¢ rozmrozila, medium z komoérkami przenoszono do 8 ml pozywki hodowlanej
zawierajace] 10% bydlecej surowicy ptodowej w celu jak najwiekszego rozcienczenia
DMSO. Nastepnie zawiesing komorek wirowano przez dwie minuty z predkoscia 500 x

g i hodowano wedtug procedury opisanej powyze;j.

3.1.2 Obnizenie ilosci bialka receptora P2X7 z wykorzystaniem krotkiego interfe-

rujacego RNA

Przed procedura komorki byty wysiewane w liczbie 1x10° na ptytke o $rednicy 3,5 cm.
Nastepnie inkubowano je przez 24 h w pozywce bez plodowej surowicy bydlecej,
zastapionej przez suplement N2 z dodatkiem 10 ng/ml naskorkowego czynnika wzrostu
(EGF). Po tym czasie komorki inkubowano przez 72 godziny mieszaning siRNA z
czynnikiem transfekcyjnym TRANSIt-X2 (Mirus Bio, USA). Jako kontrole
wykorzystano siRNA niekomplementarne do genéw znajdujacych sie w komérkach
ssaczych. Po 72 godzinach inkubacji pozywke zmieniano na nie zawierajaca siRNA i
inkubowano przez 24 godziny. Obnizenie iloSci receptora P2X7 sprawdzano metoda
hybrydyzacji biatek Western Blot. Komorki w ktérych potwierdzono obnizenie ilosci
receptora wykorzystywano do dalszych eksperymentéw. Po 72 godzinach inkubacji
komorek glejaka C6 z czynnikiem tansfekcyjnym i siRNA, zaobserwowano okoto 50%

obnizenie ilosci wykrywanego biatka P2X7 w poréwnaniu do komorek transfekowanych
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niewyciszajagcym, kontrolnym siRNA (Rycina 3.1). Ten stopien obnizenia iloSci

wykrywanego P2X7 zostal uznany za satysfakcjonujacy do dalszych eksperymentow.

Kontrolne P2X7
siRNA siRNA

P2X7

B-aktyna

Rycina 3.1. Reprezentatywny Western Blot, przedstawiajacy ilos¢ biatka P2X7 po 72 godzinach od
transfekcji komorek matym interferujacym RNA, komplementarnym do receptora P2X7.

3.2 Metody pracy z kwasami nukleinowymi

3.2.1 Izolacja totalnego RNA z komodrek

W celu izolacji totalnego RNA z materiatu komorkowego 1 tkankowego wykorzystano
komercyjny zestaw GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit (EURx). Komorki
wysiewano na szalke o $rednicy 6 cm w ilosci 1x10° i hodowano je do momentu az
konfluencja komorek osiagneta okoto 80% powierzchni szalki. Nastepnie komorki
dwukrotnie plukano PBS 1 izolowano z nich RNA zgodnie z zaleceniami producenta
zestawu. Do usunigcia zanieczyszczenia genomowym DNA wykorzystano trawienie
deoksyrybonukleazg I (EURX). Po izolacji RNA zawieszano w sterylnej wodzie wolnej
od rybonukleaz (Eurx) i wykonywano metodg spektrofotometryczng pomiar stezenia oraz
jakosci wyizolowanego RNA. W tym celu z wykorzystaniem spektrofotometru Cary 60
UV-Vis (Agilent Technologies) mierzono absorbancje prébki, uzywajac Swiatla o
dlugosci fali 260 nm 1 280 nm. Czystos¢ probki okreslano na podstawie wspoiczynnika
A260/A2go, gdy wspotezynnik ten byl rowny badz wyzszy 2, probke uznawano za czysta i

przeprowadzano dalsze procedury.

3.2.2 Przygotowanie biblioteki cDNA

Do syntezy cDNA wykorzystano 1 pg wyizolowanego totalnego RNA oraz zestawu do
odwrotnej transkrypcji smART First Strand cDNA Synthesis kit (EURx), zgodnie z
zaleceniami producenta. Mieszanina reakcyjna (20 pl) sktadata si¢ z: 1 pg RNA, 200 ng
starterow, 100 pM dNTP Mix, 25 U inhibitora RNAazy, oraz 200 U polimerazy smART,
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cato$¢ mieszaniny dopelniata woda wolna od RN Az do objetosci 20 pl. Jako startery dla
reakcji odwrotnej transkrypcji uzyto losowych heksamerow DNA.

Reakcja odwrotnej transkrypcji przeprowadzana byta w termocyklerze MJ Mini Thermal
Cycler (Bio-Rad) z wykorzystaniem nastepujacego protokotu: inkubacja przez 10 minut
w temperaturze 25°C, a nastepnie przez 50 minut w temperaturze 50°C. Po zakonczeniu

reakcji otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze 4°C.

3.2.3 Reakcja PCR i elektroforetyczny rozdzial produktow

Przygotowang w powyzszym procesie biblioteke cDNA wykorzystywano w reakcji PCR,
majacej na celu wykry¢ transkrypty receptorow z rodziny P2. Do reakcji wykorzystywano
2 ul uzyskanego cDNA. Do inicjacji reakcji PCR korzystano z syntetycznych
oligonukleotydow (Genomed) komplementarnych do sekwencji z genéw kodujacych
receptory z rodziny P2X oraz rodziny P2Y (Tabela 3.1). Mieszanina reakcyjna (20 pl)
skladata si¢ z nastgpujacych odczynnikow: bufor reakcyjny, 2.5 mM MgClz, 200 uM
dNTP Mix, 0,5 uM starterow i 1U polimerazy Gold Taq Polymerase (Syngen Biotech).
Reakcja PCR przeprowadzana byta w termocyklerze MJ Mini Thermal Cycler (Bio-Rad)
z wykorzystaniem nastepujacego protokotu: wstepna denaturacja 95°C przez 5 minut,
nastgpnie 45 cykli: denaturacji w 95°C przez minutg, hybrydyzacja w 55-60°C przez
minute, elongacja DNA w 72°C przez minutg. Ostatni cykl elongacji DNA byt dluzszy -
trwal 10 minut. Produkty reakcji PCR byly rozdzielane 1 oczyszczane z wykorzystaniem
elektroforezy w zZelu agarozowym. Rozdziat nastepowat w 1,5% zelu agarozowym
przygotowanym w buforze TBE (89 mM Tris, 89 mM H3BOs). Do wizualizacji DNA
wykorzystano nietoksyczny barwnik wigzacy si¢ z DNA — SERVA DNA Stain G (SERVA
Electrophoresis GmbH). Zele byly wizualizowane z wykorzystaniem urzadzenia G: Box

Chemi HR16 Biolmaging System (Syngene).
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L Sekwencja nukleotydowa 5’>3' 2SI ST
nukleotydowy (pary zasad)

PIX1 F: CACATCTACACCCCCAAGCACACA )56
R: TCATTCCCTTTATTGTACTCCACCCGT

PIX2 F: GTGGTGTCATCGGGGTCATT 129
R: TGAAGTTGTAGCCTGACGAG

F: GGAAACCTCCTTCCCAAC
P2X3 R: AAAATCCTGCCCCGCAAA 123

F: GGAATATCCTTCCCAACATCA
P2X4 R: CTCCACGGCCATGTCCT 140

PIXS F: GCCTAGAAGACAGTTCCCAGGAGG 168
R: ACACAGATCCGTTCCCCTTCT

F: AAAGCAACCGCCAACTCTGT
P2Xe R: GCAAGTGGGTGTCAGAAC 163

F: GGACTTCACAGATTTGTCC
P2X7 R: TGGCTTCAGTAAGGACTCT 492

PIY1 F: CTTGGTGCTGATTCTGGGCTG 396
R: GCTCGGGAGAGTCTCCTTCTG

P2Y2 F: CCGCTCGCTGGACCTCAGCTG )58
R: CTCACTGCTGCCCAACACATC

PoY4 F: CGCTGCCCACCCTCATCTAC 310
R: CCGAGTGGTGTCATGGCACAG

PIVE F: AACCTTGCTCTGGCTGACCTG 282
R: GCAGGCACTGGGTTGTCACG

F: GAGGCCTGCATCAAGTGTCTG
P21l R: ACGTTGAGCACCCGCATGATG 259

F: ACCGGTCATACGTAAGAACGAG
P2Y12 R: GCAGAATTGGGGCACTTCAGC 306

Tabela 3.1. Lista syntetycznych oligonukleotydow komplementarnych do sekwencji genéw kodujacych
receptory z rodziny P2. W tabeli przedstawiono rowniez przewidywanie dlugosci produktow reakcji PCR.

3.3 Metody pracy z bialkami

3.3.1 Przygotowanie lizatow komorkowych oraz homogenatéw tkankowych

W celu uzyskania lizatow z hodowli komodrkowej glejakow, komorki wysiewano na
ptytke 3,5 cm w liczbie 1x10° komérek. Gdy komorki przykleity sie do podtoza, pozywke
zmieniano na DMEM z suplementem N2 oraz 10 ng/ml EFG. Po 24 godzinach komorki

traktowano 100 uM BzATP, natomiast komorki kontrolne inkubowano w pozywce
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DMEM bez dodatku BzATP. Po 24 godzinach hodowli, komorki plukano dwukrotnie w
PBS o temperaturze 4°C w celu usunig¢cia pozywki hodowlanej. Nastepnie komorki
zawieszano w 100 pl buforu RIPA zawierajacym: 50 nM Tris-HCI, 150 nM NaCl, 0,5%
deoksycholanu sodu, 0,1% SDS, 1% detergentu Nonidet P-40; 50 mM NaF oraz
mieszanki inhibitorow proteaz (cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche) 1 fosfataz
(PhosSTOP™, Roche). Komorki zeskrobywano z podtoza i przenoszono do buforu.
Nastepnie tak otrzymang mieszaning przenoszono do probéwek i inkubowano na lodzie
przez okoto 20 minut, mieszajac probke co 5 minut. Po inkubacji lizaty komdrkowe
wirowano (12000 x g) przez 20 minut w temperaturze 4°C, a nadsacz przenoszono do
swiezych probowek. W otrzymanych lizatach oznaczano stezenie biatka. Nastepnie
lizaty zawieszano w 5x stezonym buforze Laemmliego (0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 40%
glicerol, 4% SDS, 4% B-merkaptoetanol, 0,0125% biekit bromofenolowy) w stosunku
objetosciowym 4 czgsci lizatu do 1 czgsdci buforu tak aby otrzymac probki o okreslonym
stezeniu.

Jako, ze guzy nowotworowe byty traktowane BBG, ktory jest barwnikiem silnie
wiazacym si¢ z biatkami 1 barwit homogenat z guzé6w na niebiesko, nie byto mozliwosci
wykonania spektrofotometrycznego pomiaru st¢zenia biatka w probkach. Dlatego guzy
nowotworowe byty homogenizowane w dziesi¢ciu objetosciach buforu do homogenizacji
(50 mM Tris-HCI pH 8, 0,5% Triton-X100, 150 mM NacCl, 5% glicerol, inhibitor proteaz
cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail i fosfataz PhosSTOP™), wzgledem masy tkanki.
Dezintegracje guzoéw wykonano na homogenizatorze nozowym (Polytron). Noze przed
rozpoczeciem homogenizacji byly schladzane do temperatury okoto -20°C, a cala
procedura dezintegracji tkanki byta przeprowadzana na lodzie. Na koniec, otrzymane
homogenaty zawieszano w 5x stezonym buforze Laemmliego w stosunku obj¢tosciowym

4 czgsci homogenatu do 1 czgsci buforu.

3.3.2 Oznaczenie stezenia bialka w lizatach komoérkowych

W celu oznaczenia st¢zenia biatka w lizatach wykorzystywano metod¢ Bardforda z
wykorzystaniem odczynnika Protein Assay (Biorad), zgodnie z zaleceniami producenta.
Pomiar absorbancji probek wykonywano przy dtugosci fali 595 nm z wykorzystaniem
czytnika ptytek Sunrise (Tecan). Stezenie biatka w lizatach okre§lano wzgledem krzywej
Wzorcowej, wyznaczonej za pomocg roztworéw BSA o znanym stezeniu. Kazdy pomiar

biatka wykonano w dwdch powtorzeniach technicznych.
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3.3.3 Elektroforetyczny rozdzial bialek w zelu poliakrylamidowym

W celu rozdzielenia biatek w zalezno$ci od masy, przeprowadzono elektroforezg w zelu
poliakrylamidowym. Lizaty komorkowe rozdzielano z wykorzystaniem zelu
zageszczajacego oraz 8% zelu rozdzielajacego. Homogenaty pochodzace z guzow
nowotworowych rozdzielano na komercyjnych zelach gradientowych (gradient od 4% do
15%), firmy Biorad. W celu denaturacji struktur biatkowych wyzszego rzgdu, przed
natozeniem probek na zele, lizaty oraz homogenaty inkubowano przez 5 minut w
temperaturze 100°C. Na zel w przypadku lizatéw komorkowych naktadano 35 pg biatka,
natomiast w przypadku homogenatow z guzéw nowotworowych naktadano po 5 pl
probki. W celu identyfikacji wielko$ci bialek, oprécz probek, do zelu wprowadzono
jeszcze wzorzec masy czasteczkowej Perfect Tricolor Protein Ladder (Eurx)
Elektroforeze wykonano w aparacie Mini-PROTEAN Tertra Cell (BioRad) w buforze o
do elektroforezy (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicyny, 0,1% SDS). Elektroforeze
przeprowadzano przy napigciu 80 V do momentu ukazania si¢ wszystkich wartosci

markera masy.

3.3.4 Immunodetekcja bialek na membranie nitrocelulozowej (Western Blotting)

Po przeprowadzonej elektroforezie, wykonywano transfer biatek na membrang
nitrocelulozowg o porach 0,45 uM. Potsuchy transfer przeprowadzano z wykorzystaniem
systemu do transferu Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (BioRad). Czas transferu
wynosit 10 minut przy nat¢zeniu pradu 1,5 A. W celu sprawdzenia poprawnosci
wykonanego transferu membrang barwiono roztworem Ponceau S (Sigma), skanowano,
a nastepnie ptukano w buforze o sktadzie 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,2% Triton
X-100, pH 7,4 (TTBS) do pelnego odbarwienia czerwonego zabarwienia. Btone
nitrocelulozowg inkubowano przez okoto godzing w temperaturze pokojowej w TTBS z
dodatkiem 5% odtluszczonego mleka lub 5% albuminy z bydlecej surowicy (BSA). Po
zablokowaniu miejsc mogacych niespecyficznie wigzaé przeciwciata, btony
nitrocelulozowe inkubowano z przeciwciatami I[-rzedowymi w temperaturze 4°C (Tabela
3.2), przez okoto 16 godzin. Nastgpnie membrany ptukano trzykrotnie, w buforze TTBS
w celu odplukania nieprzytaczonych przeciwciat pierwszorzegdowych i inkubowano z
przeciwcialem, II-rzedowym sprzezonym z enzymem — peroksydaza chrzanowg (HRP)
przez okolo godzing (Tabela 3.3). Po inkubacji membrang ptukano trzykrotnie w buforze

TTBS i inkubowano przez 2 minuty w roztworze substratow do chemiluminescencji

55



(Pierce™ ECL Western Blotting Substrate, Thermofisher). Reakcje §wietlng HRP z

substratem wizualizowano z wykorzystaniem kliszy fotograficznej (Fuji film,

Carestream).

Anty- B-tubulina

Anty-B-catenina
Anty-CD133
(Prominin-1)
Anty-CD133
(Prominin-1)

Anty-Kaspaza-3

Anty-konneksyna 43
Anty-HSPA1
Anty-HSPA5/GRP78
Anty-HSP90
Anty-N-kadheryna
Anty-NOS2

Anty-HSC-70

Anty-Fosfo-Akt
(Serd73)

Anty-Akt

Anty-Fosfo-p38 MAPK
(Thr180/Tyr182)

Anty-p38 MAPK

Anty-vimentyna
Anty-B-Aktyna
skoniugowana z HRP
Anty-P2X7

Anty-NGF
Anty-LC3A/B
Anty-Atgl6L1

78328
sc-133240

C9493

ab19898

9662
sc-13558
ADI-SPA-810-F
ab21685
ADI-SPA-830
sc-393933
sc-7271
sc-7298

9271
9272
9211

9212
sc-373717

A3854

APR-004
ab68151
4108
8089

Mysie monoklonalne

Mysie monoklonalne

Krélicze poliklonalne

Krélicze poliklonalne

Krélicze poliklonalne
Mysie monoklonalne
Mysie monoklonalne
Krolicze poliklonalne
Mysie monoklonalne
Mysie monoklonalne
Mysie monoklonalne

Mysie monoklonalne
Krélicze poliklonalne
Krolicze poliklonalne
Krolicze poliklonalne

Krélicze poliklonalne

Mysie monoklonalne
Mysie monoklonalne

Krdlicze poliklonalne
Krélicze poliklonalne
Krélicze poliklonalne

Krélicze poliklonalne

1:10000
1:1000

1:100

1:100

1:1000
1:1000
1:1000
1:5000
1:3000
1:1000
1:1000
1:2000

1:1000
1:1000
1:1000

1:1000
1:2000

1:10000

1:200
1:500
1:1000
1:1000

Tabela 3.2. Lista przeciwciat pierwszorzedowych zastosowanych w immunodetekcji metoda Western Blot
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Numer
Antygen Antygen Pochodzenie | Rozcienczenie
katalogo --

Przeciwciato kozie, Kozie
poliklonalne IgG mysie 12-349 . 1:10000
skoniugowane z HRP peliengis
Przeciwciato kozie Kozie
poliklonalne, IgG krdlicze 12-348 . 1:10000
skoniugowane z HRP Reliensie

Tabela 3.3. Lista przeciwciat drugorzedowych sprzezonych z HRP zastosowanych w metodzie Western Blot.

3.4 Pomiar sygnalu wapniowego po stymulacji receptora P2X7

Komérki w liczbie 1 x 10* byly wysiewane na prostokatnym, sterylnym szkietku
nakrywkowym. Nastepnie po 24 godzinach od wysiania do komoérek podawano roztwor
sondy Fura 2 AM w pozywce bez surowicy i inkubowano przez okoto godzing w
warunkach standardowych. Po inkubacji komorki przeplukiwano dwukrotnie buforem o
sktadzie: 5 mM KCl, 1 mM MgCly, 0.5 mM NaxHPO4, 25 mM HEPES, 130 mM NaCl,
1 mM pirogronianu, 5 mM D-glukozy, and 0.1 mM CaCl i o pH 7.4. Nastepnie szkietka
z wysianymi komorkami przenoszono do kwarcowej kuwety w buforze z wysoka
zawarto$cia wapnia (2 mM CaCl;)) 1 wkladano do komory pomiarowej
spektrofluorymetru RF5001PC. Podczas pomiaru mierzona byla intensywno$¢

fluorescencji o dhugosci fali 510 nm po wzbudzeniu falami o dlugosci 340 nm i1 380 nm.

3.5 Detekcja komérkowego pora — analiza wnikania jodku propidyny

Komoérki wysiewano na szalke 3,5 cm w liczbie 1x10°. Gdy komoérki zaadherowaty do
podtoza, zmieniano pozywke hodowlang z DMEM zawierajacej 10% surowicy ptodowe;j
bydlecej, na DMEM suplementowany N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po okoto 24 godzinach
inkubacji w pozywce bez surowicy, komoérki odrywano od podtoza i ptukano dwukrotnie
w PBS. Po przeptukaniu komoérki ponownie liczono 1 do doswiadczenia zawieszano
1x10° komérek w czystej pozywce hodowlanej DMEM. Tak przygotowane komorki
traktowano mieszaning 100 uM BzATP i 1 mg/ml jodku propidyny (Sigma) przez 15
minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie komoérki ptukano w PBS i lizowano w 100

ul wody dejonizowanej w celu zniszczenia ciggtosci blony komorkowej 1 uwolnienia
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wchionigtego jodku propidyny. Fluorescencje probki mierzono z wykorzystaniem
czytnika ptytek Infinite M1000 PRO (Tecan Trading AG) (wzbudzenie 488 nm, emisja
617 nm).

3.6 Wyznaczenie tempa podzialow komorkowych po obnizeniu ilosci

receptora P2X7

Komorki glejaka C6, transfekowano matym interferencyjnym RNA komplementarnym
do genu P2X7, a nastepnie, po potwierdzeniu obnizenia poziomu biatka, wysiewano na
ptytke 96 dotkowa w liczbie 1x10* na dotek. Nastepnie po przyklejeniu sie komoérek do
podtoza inkubowano w pozywce hodowlanej suplementowanej N2 oraz 10 ng/ml EGF
kolejno przez 24, 48, 72 godziny. Przy kazdym punkcie czasowym wykonywano test
aktywnosci metabolicznej MTS (Promega) w celu okreslenia liczby aktywnych
metabolicznie komorek. Test wykonywano zgodnie z instrukcja producenta. Absorbancje
fali $wiatta o dlugosci 490 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika plytek Sunrise

(Tecan Trading AG).

3.7 Analiza adhezji komorkowej do macierzy zewnatrzkomorkowe;j

Przed rozpoczeciem testu, pojedyncze dotki na ptytce 96 dotkowej, pokrywano
roztworem kolagenu I (50 pg/ml), kolagenu IV (50 pg/ml) oraz fibronektyny (10 pg/ml)
1 inkubowano w temperaturze 4°C przez 24 godziny. Po tym czasie z ptytek usuwano
roztwory z zawierajace skladniki macierzy zewnatrzkomorkowej 1 plukano dwukrotnie
PBS. Tak przygotowane plytki suszono w komorze laminarnej przez okoto godzing. Po
wyschnigciu wysiewano na nie komoérki glejaka C6 w liczbie 1x10* na dotek. Przed
wysianiem, komorki dobrze mieszano oraz przepuszczano przez igle o rozmiarze 24 G w
celu uzyskania zawiesiny pojedynczych komorek. Komorki zlepione w agregaty moglyby
zafatszowac¢ wynik. Nastgpnie komorki wysiewano 1 inkubowano z 100 uM BzATP, 100
nM BBG lub mieszaning 100 puM BzATP i 100 nM BBG. Komérki inkubowano przez
okoto 20 minut, a nastepnie plytke ptukano dwukrotnie PBS w celu usunigcia komorek,
ktore nie przyczepily sie do podtoza. Komorki, ktore zostaty na ptytce utrwalano poprzez
inkubacje w metanolu o temperaturze -20C przez 20 minut. Nast¢pnie komorki barwiono
0,1% roztworem fioletu krystalicznego przez 10 minut w temperaturze pokojowej. Po

wybarwieniu utrwalonych komorek, plukano je trzykrotnie w wodzie, w celu odptukania
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nadmiaru barwnika i suszono przez godzing w temperaturze pokojowej. Po wyschnigciu
zabarwione komorki rozpuszczano w 100ul 10% kwasu octowego i mierzono poziom
absorbancji roztworu dla fali o dlugosci 570 nm z wykorzystaniem czytnika plytek

Sunrise (Tecan Trading AG).

3.8 Pomiar aktywnosci metabolicznej komorek glejaka C6 po inkuba-

cji z lekami stosowanymi w terapii przeciwnowotworowej

Komérki glejaka C6 wysiewano na ptytke 96 dotkow w liczbie 1x10* na dotek. Nastepnie,
gdy komorki si¢ przykleity do poditoza, zmieniano pozywke hodowlana na wzbogacong
suplementem N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach komorki traktowano 200 uM
karmustyny oraz takiego samego stezenia karmustyny i 100 uM BzATP przez 24h. Po
tym czasie ilo§¢ aktywnych metabolicznie komodrek mierzono z wykorzystaniem testu
MTS (Promega) zgodnie z zaleceniami producenta. Absorbancje fali §wiatla o dlugosci

490 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika ptytek Sunrise (Tecan Trading AG).

3.9 Pomiar aktywnosci metabolicznej komérek z wykorzystaniem te-
stu MTS

Komorki wysiewano na ptytke 96 dotkéw w liczbie 1x10% na dotek dla komérek glejaka
szczura C6 i 1x10° dla komoérek glejakow cztowieka U-251 i U-138. Gdy komorki
przykleity si¢ do podioza pozywke hodowlang zmieniano z zawierajacej 10% ptodowe;j
surowicy bydlecej na pozywke zawierajaca suplement N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po okoto
24 godzinach inkubacji komorki traktowano 100 pM BzATP, mieszaning 100 pM BzATP
1 100 nM BBG, oraz samym 100 nM BBG przez 24 godziny. Po tym czasie wykonywano
test aktywnos$ci metabolicznej MTS (Promega) zgodnie z zalecaniami producenta.
Poziom absorbancji fali $wiatta dlugosci 490 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika

ptytek Sunrise (Tecan Trading AG).

3.10 Analiza przezywalnosci komorek glejakéw po traktowaniu lekami

cytostatycznymi

Komoérki wysiewano na ptytke 96 dotkow w liczbie 1x10* na dotek dla komorek glejaka
szczura C6 i 1x10° dla komorek glejakéw cztowieka U-251, U-138 i LN-229. Nastepnie,
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gdy komorki si¢ przykleity do podtoza, zmieniano pozywke hodowlana na wzbogacona
suplementem N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach komorki traktowano 200 uM
karmustyny lub 600 uM temozolomidu oraz takiego samego st¢zenia karmustyny i
temozolomidu z 100 nM BBG lub 2 uM Kn-62 przez 24h. Po tym czasie pozywke
usuwano, a pozostate na plytce komorki utrwalano zimnym metanolem przez 20 minut w
temperaturze -20°C. Nastgpnie usuwano metanol, a ptytke suszono przez okoto godzing
w temperaturze pokojowej. Utrwalone komorki barwiono 0,1% roztworem fioletu
krystalicznego przez 10 minut. Nastgpnie barwnik usuwano, a komorki ptukano
trzykrotnie w wodzie z kranu w celu usuni¢cia nadmiaru barwnika. Po wyschnigciu
wybarwione komoérki rozpuszczano w 100 pl kwasu octowego o stezeniu 10%, az do
pelnego rozpuszczenia, nastepnie mierzono absorbancje fali §wiatta o dtugosci 570 nm z

wykorzystaniem czytnika ptytek Sunrise (Tecan Trading AG).

3.11 Analiza Smiertelnosci komorek przez uwalnianie dehydrogenazy

mleczanowej (LDH)

Komorki glejakow cztowieka (U-251 i U-138) wysiewano w liczbie 1x10° na dotek, na
ptytke 96 dotkowa. Komorki glejaka szczura C6 wysiewano w liczbie 1x10* na dotek
ptytki 96 dotkowej. Po przyklejeniu si¢ komoérek do podloza, zmieniano pozywke
hodowlang ze standardowego DMEM z 10% na DMEM z suplementem N2 i 10 ng/ml
EGF i inkubowano przez 24 godziny. Po tym czasie komorki glejakow traktowano 100
uM BzATP przez 24 godziny. Poziom uwolnionej dehydrogenazy mleczanowej w
pozywce hodowlanej, §wiadczacej o $mierci komoérek mierzono z wykorzystaniem
zestawu CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay kit (Promega), zgodnie z
zaleceniami producenta. Absorbancj¢ przy dlugosci fali 490 nm, mierzono z

wykorzystaniem czytnika ptytek Sunrise (Tecan Trading AG).

3.12 Barwienie mitochondriow z wykorzystaniem sondy Mitotracker
CMX Ros

Komorki w ilosci 1 x 10* byly wysiewane na okragtym, sterylnym szkielku
nakrywkowym. Nastepnie po przyczepieniu si¢ komorek do podtoza zmieniano na
pozywke bez bydlecej surowicy ptodowej z dodatkiem suplementem N2 1 10 ng EGF. Po
24 godzinach inkubacji w pozywce bez surowicy komorki traktowano 100 uM BzATP

60



przez godzing. Nastepnie szkietka z komorkami ptukano dwukrotnie i inkubowano w 500
nM roztworze roboczym sondy MitoTracker Red CMXRos (ThermoFisher Scientific)
przez pét godziny. Po wybarwieniu komorki plukano dwukrotnie w PBS w celu
wyptukania nieprzytaczonego barwnika. Tak przygotowane komorki obrazowano z

wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780.

3.13 Analizy cytometryczne

3.13.1 Detekcja komorek apoptotycznych - test laczenia aneksyny V i wnikania
jodku propidyny

Komorki glejakéw byty wysiewane w liczbie 5x10° komorek na dotek plytki
szesciodotkowej. Po przyklejeniu si¢ komorek do podtoza, komorki inkubowano przez
24 godziny w pozywce hodowlanej pozbawionej surowicy z dodatkiem suplementu N2
oraz 10 ng/ml EGF. Nast¢pnie do hodowli komoérek dodawano na 24 godziny 100 uM
roztwor BzATP. Jako kontrole pozytywna, majaca zbada¢ poprawno$¢ wykonanego
doswiadczenia wykorzystano komorki linii Jurkat, ktére charakteryzuja si¢ latwym
wchodzeniem na droge apoptotycznej $mierci komorkowej. W celu wywotania takiej
$mierci traktowano komorki przez 30 sekund promieniowaniem UV-C. Po inkubacji
komorki byly trypsynizowane w celu oderwania od podtoza hodowlanego i ptukane w
PBS. Nastgpnie zostaly przeniesione do proboéwek i znakowane z wykorzystaniem jodku
propidyny oraz anneksyny V sprzezonej z FITC, zgodnie z zaleceniami producenta
zestawu (Sigma-Aldrich). Po zakonczeniu inkubacji, komorki byly dwukrotnie ptukane
w PBS, w celu usunigcia niezwigzanych barwnikow. Tak przygotowane komorki byty
liczone przy uzyciu cytometru Guava® easyCyte (analiza w kanatach Green dla aneksyny

1 Yellow dla jodku propidyny).

3.13.2 Analiza wytwarzania wolnych rodnikéw z wykorzystaniem sondy DCF-DA

Komoérki wysiewano na ptytke szesciodotkowa w liczbie 1x10° na dotek. Po przyklejeniu
si¢ komorek do podiloza pozywke zmieniano na pozywke bezsurowiczg wzbogacong
suplementem N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach od wysiania komorki traktowano
100 uM roztworem BzATP przez godzing. Nastgpnie komorki odklejano od podtoza z
wykorzystaniem trypsyny 1 inkubowano przez pét godziny w 10 uM roztworze sondy

DCF-DA w pozywce DMEM pozbawionej czerwieni fenolowej. Po inkubacji zawiesing
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komorek wirowano przez 2 minuty 500 x g, a nastgpnie po usuni¢ciu pozywki znad
komorek plukano dwukrotnie w PBS. Nastepnie komoérki zawieszano w 200 ul buforu i
otrzymang mieszaning¢ przenoszono na plytke 96 dotkowa. Analiz¢ cytometryczng
wykonywano z wykorzystaniem cytometru kapilarnego Guava easyCyte. Fluorescencja
sondy DCF-DA byla wzbudzana laserem 488 nm, emisja byla odczytywana w kanale

Green. Podczas analizy zbierano sygnat z minimum 1x10* komérek.

3.13.3 Analiza potencjalu blony mitochondrialnej z wykorzystaniem sondy JC-1

Komérki wysiewano na ptytke szesciodotkowa w liczbie 1x10° na dotek. Po przyklejeniu
si¢ komorek do podioza pozywke zmieniano na pozywke pozbawiong surowicy, z
dodatkiem suplementu N2 oraz 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach od wysiania komorki
traktowano 100 uM roztworem BzATP, przez godzing. Nastgpnie komoérki odklejano od
podtoza i inkubowano przez 15 minut w 1 uM roztworze sondy JC-1 w pozywce DMEM
pozbawionej czerwieni fenolowej w temperaturze 37°C. Po inkubacji zawiesing komorek
wirowano przez 2 minuty w 500 x g, a nastgpnie po usuni¢ciu pozywki znad komorek
ptukano dwukrotnie w PBS. Nastgpnie komoérki zawieszano w 200 ul buforu i
przenoszono na plytke 96 dotkowa. Analiz¢ cytometryczng wykonywano z
wykorzystaniem cytometru kapilarnego Guava easyCyte. Fluorescencyjna sonda JC-1
byta wzbudzana laserem 488 nm, emisja byla odczytywana w kanale Green oraz Yellow.
Podczas analizy zbierano przynajmniej 1x10* komorek. Aktywno$¢ blony
mitochondrialnej mierzono poprzez wyliczenie stosunku sygnatu w kanale czerwonym

(Yellow) do zielonego (Green).

3.14 Oznaczanie stezenia uwolnionego ATP w pozywce oraz w guzie

nowotworowym

W celu pomiaru stgzenia ATP w pozywce hodowlanej 1 homogenatach z guzéw
nowotworowych wykorzystywano komercyjny zestaw ENLITEN ATP Assay System
Bioluminescence Detection Kit for ATP Mesurments (Promega). Zestaw ten wykrywa
ATP poprzez wykorzystanie reakcji emisji $wiatta o dtugosci fali 560 nm przez lucyferyne
podczas reakcji utleniania, katalizowanej przez lucyferaze, ktora wymaga hydrolizy ATP.
W celu zbadania stgzenia zewnatrzkomodrkowego ATP wydzielanego do pozywki
hodowlanej komérki linii C6 w liczbie 1x10°> wysiewano na szalke o $rednicy 3,5 cm.

Gdy komorki przykleity sie do podtoza pozywke hodowlang zmieniano na DMEM z
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dodatkiem suplementu N2 i 10 ng/ml EGF. Po 24 godzinach inkubacji do pozywki
dodawano 100 pM BzATP lub kombinacj¢ 100 pM BzATP z 100 nM BBG lub tylko 100
nM BBG. Po nastgpnych 24 godzinach inkubacji, zbierano pozywke hodowlana do
analizy. Przed rozpoczgciem pomiaru probki wirowano przez 10 minut w 500 x g by
usung¢ martwe komorki z pozywki. Martwe komorki mogtyby rozprasza¢ lub pochtaniaé
swiatlo 1 zaburzy¢ pomiar. Do pozywki dodawano nastgpnie taka sama objetos¢ 4%
kwasu trichlorooctowego (TCA) w celu denaturacji bialek. Do otrzymanego roztworu
dodawano 0,42% btekitu bromofenolowy w celu wskazania poziomu pH w roztworze, a
nastgpnie miareczkowano roztworem 1M Tris o pH 10 az do neutralizacji roztworu.
Nastepnie probki doktadnie mieszano i wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C z
predkoscia 12000 x g. Nadsacz rozcienczano 100 razy i1 mierzono ilos¢ ATP z
wykorzystaniem komercyjnego zestawu ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence
Detection Kit for ATP Mesurments (Promega) wedlug zalecen producenta. Intensywnos¢
luminescencji mierzona byta z wykorzystaniem czytnika ptytek Infinite M1000 PRO
(Tecan).

Guzy nowotworowe byty homogenizowane w buforze (25 mM Tris-HCl; 150 mM KClI;
2 mM EDTA; 0.1% EDTA; 10 mM KH>POs; 0.1 mM MgCly; pH 7.4) w stosunku
masowym 1 do 9, na homogenizatorze nozowym (Polytron) na lodzie. Nast¢pnie za
pomoca 4% kwasu trichlorooctowego wytracono biatka w homogenacie. Nastepnie, tak
jak przy pomiarze st¢zenia ATP w pozywce, probke neutralizowano 1M Tris o pH 10 1
wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C z predkoscig 12000 x g. Tak przygotowany
nadsacz rozcienczano 100 razy i mierzono ilos¢ ATP z wykorzystaniem komercyjnego
zestawu ENLITEN ATP Assay System Bioluminescence Detection Kit for ATP
Mesurments (Promega) wedlug zalecen producenta. Intensywno$¢ lumnescencji

mierzona byla z wykorzystaniem czytnika plytek Infinite M1000 PRO (Tecan).

3.15 Doswiadczenia in vivo

3.15.1 Wprowadzanie podskérne guzéw nowotworowych oraz dawkowanie inhibi-
tora receptora P2X7 - BBG

Trzymiesigczne samce myszy szczepu C57/BL6J hodowane byly w standardowych
warunkach w Instytucie Biologii Komorki, Narodowej Ukrainskiej Akademii Nauk we
Lwowie. Zgodg na przeprowadzenie doswiadczen wydata Lokalna Komisja Etyczna przy

Instytucie Biologii Komorki, Narodowej Ukrainskiej Akademii Nauk we Lwowie.
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W celu zaindukowania rozwoju guzéw nowotworowych wykonano podskorne
wszczepienie 1x10° komoérek glejaka C6, zawieszonych w 100 pl Matrigelu (Corning) w
prawy bok myszy. Gdy guzy osiagnety okoto 100 mm? (10 dnia od zaszczepienia guzow),
myszy podzielono na grupy, tak aby S$rednia wielko$¢ guzow w grupie kontrolnej i
traktowanej miata takag samag warto$¢ przed rozpoczgciem podawania inhibitora.
Zwierzgtom w grupie kontrolnej podawano PBS, natomiast zwierz¢tom w grupie badane;j
podawano co 48 godzin inhibitor receptora P2X7 — BBG, w dawce 100 mg/kg masy ciala.
W trakcie eksperymentu przeprowadzono 4 podania tak, ze skumulowana dawka
inhibitora wynosita 400 mg/kg masy ciata myszy.

Po zakonczeniu podan myszy poddano eutanazji poprzez dyslokacj¢ kregdéw szyjnych
poprzedzona narkoza w izofluranie. Guzy zostaly wyizolowane podczas sekcji 1 zwazone.
Dodatkowo w celu wykorzystania w innych procedurach pobrano réwniez krew

obwodowa, poprzez punkcje z serca.

3.15.2 lzolacja surowicy mysiej

Pobrana podczas sekcji myszy krew byta przenoszona do probéwki i inkubowana przez
30 minut w temperaturze 37C w celu wytworzenia skrzepu. Nastepnie krew wirowano
przez 10 minut w temperaturze 4°C, przy 2000 x g aby usuna¢ skrzep. Po wirowaniu

nadsacz (surowica) byla przenoszona do nowych proboéwek i1 przechowywana w -80°C.

3.15.3 Pomiar stezenia glutationu calkowitego oraz jego utlenionej formy w guzach

Do okreslenia calkowitego stezenia glutationu oraz st¢zenia jego utlenionej formy
wykorzystano komercyjny zestaw Glutathione Colorimetric Detection Kit (Invitrogene).
Fragmenty guzéw o masie 10 mg byly dezintegrowane z wykorzystaniem
homogenizatora nozowego (Polytron) w 100 ul PBS, na lodzie. Do tak pozyskanych
probek dodawano 250 pl 1,5% TCA i inkubowano przez 10 minut, takze na lodzie, a
nastgpnie wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 12000 x g. Mieszaning
reakcyjng wykonywano zgodnie z instrukcja producenta zestawu. Absorbancje fali
swiatta o dlugosci 405 nm mierzono z wykorzystaniem czytnika plytek Infinite M1000
PRO plate reader (Tecan Traiding AG). Stosunek gluationu catkowitego (GSH) do
glutatnionu utlenionego (GSSG) zostat obliczony wedtug nastgpujacego wzoru:

stosunek GSH/GSSGkontrola = (2 X gSSZkontrola/(gShkontrola + (2 X 2SSgkontrola))) % 100%
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stosunek GSH/GSSGrraktowane = (2 X gssgtraktowane/ (gShtraktowane+(2 X gssgtraktowane))) X
100%

3.15.4 Pomiar aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej

Pomiar aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) zostat wykonany z
wykorzystaniem komercyjnego zestawu Superoxide Dismutase (SOD) Activity Assay Kit
(BioVision). Fragmenty guzéw o masie 10 mg byty homogenizowane na lodzie w buforze
(0.1 M Tris-HCI, pH 7,4, 0,5% Triton X-100, 10 mM DTT, 0,1 mg/ml PMSF) z
wykorzystaniem homogenizatora nozowego (Polytron). Nastgpnie probki byly wirowane
przez 10 minut w temperaturze 4°C przy 12000 x g. Pomiar aktywnosci SOD wykonano
poprzez pomiar absorbancji fali §wietlnej o dlugos$ci 450 nm z wykorzystaniem czytnika
pylek Infinite M1000 PRO plate reader (Tecan Traiding AG). Aktywno$¢ SOD zostata
wyliczona na podstawie nast¢pujacego wzoru:

aktywno$¢ SOD (%) = ((kontrola; — kontrolas) — (préba badana — kontrolaz)/(kontrola; —

kontrolas)) x 100%

3.15.5 Oznaczanie aktywnoS$ci metaloproteinazy 2 w guzie

Swiezo izolowane guzy nowotworowe glejaka C6 zostaty zdezintegrowane tak jak w przy
procedurze Western Blot w nieredukujacym buforze (125 mM Tris-HCl, 4% SDS, 20%
glicerolu, 0,01% biekitu bromofenolowego) w celu zachowania aktywnos$ci
metaloproteinaz. Nast¢pnie tkanke dezintegrowano z wykorzystaniem homogenizatora
nozowego (Polytron). Po wytworzeniu homogenatu rozdzielano biatka w 7,5% zelu
akrylamidowym zawierajacym 10% SDS oraz 4 mg/ml Zelatyny. Elektroforeza
przebiegata w obecnosci markera wielkosci bialek (EURX). Po zakonczeniu elektroforezy
zel byt dwukrotnie ptukany w buforze (50 mM Tris-HCL, 5 mM CaClz, 1 uM ZnCla, 2.5%
Triton X-100, pH 7.5). Nastgpnie zel inkubowano przez noc w temperaturze 37°C w
buforze zapewniajacym aktywnos$¢ enzymow proteolitycznych (50 mM Tris-HCI, 5 mM
CaClz, 1 uM ZnClz, 1% Triton X-100, pH 7.5). Po inkubacji Zel byl barwiony roztworem
Coomasie Brilliatn Blue G przez okoto 15 minut. Aktywna metaloproteinaza w miejscu
dziatania zostawiala obszary pozbawione zelatyny, ktorych barwnik nie barwit. Nastgpnie
zel skanowano, a aktywno$¢ metaloproteinazy wyliczano poprzez stosunek

intensywnosci prazka niedojrzatej do formy aktywne;.
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3.15.6 Immunofluorescencyjna detekcja receptora P2X7 w guzie

Wyizolowane guzy nowotworowe byly natychmiast utrwalane w 4% paraformaldehydzie
(PFA) (Santa Cruz Biotechnology) w 4°C przez 24 godziny. Nast¢pnie utrwalone tkanki
byly inkubowane przez noc w 30% roztworze sacharozy i1 mrozone w izopentanie
schtodzonym w oparach ciektego azotu. Zamrozone guzy byty krojone z wykorzystaniem
kriostatu Leica CM 1950 (Leica Biosystems) na skrawki o grubosci 20 pm. Nastgpnie
otrzymane skrawki byly utrwalane z wykorzystaniem 4% PFA w temperaturze 4°C przez
10 minut. Nastgpnie, przeprowadzono permabilizacj¢ tkanki z wykorzystaniem
detergentu. W tym celu skrawki inkubowano w PBS zawierajagcym 0,05% Triton X-100
(PBS-T) przez 30 minut. Nast¢pnie blokowano miejsca niespecyficznego wigzania biatek
z wykorzystaniem roztworu 5% konskiego serum w PBS-T przez godzing. Po inkubacji
z serum, skrawki ptukano trzykrotnie w PBS-T 1 inkubowano przez noc z przeciwciatem
Anty-P2X7 w 4°C (rozcienczenia przeciwcial w Tabeli 4). Nastepnego dnia skrawki
inkubowano z przeciwcialem drugorzgdowym przeciw IgG krolika, sprz¢zonym z
barwnikiem fluorescyjnym AlexaFluor 488 przez 2 godziny w temperaturze pokojowe;.
Po znakowaniu preparaty zamykano z wykorzystaniem mieszanki do zamykania
preparatoéw Vectashield mounting medium z DAPI (Vector Laboratories). Preparaty
wizualizowano z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego Zeiss LSM 780 z
obiektywem olejowym planapochromatycznym o powigkszeniu 63x, o aperurze

numerycznej 1.4.

3.15.7 Barwienia histopatologiczne guza hematoksyling i eozyng

Do przeprowadzenia analizy histopatologicznej guzy nowotworowe byty utrwalane w 4%
PFA przez 24 godziny w 4C (Santa Cruz Biotechnology), a nastepnie przeprowadzone
przez standardowy szereg alkoholowy i parafinowy w celu odwodnienia tkanki i
uformowania bloczkéw. Otrzymane bloczki parafinowe krojono na skrawki grubosci 2
pum z wykorzystaniem mikrotomu Leica HistoCore (Leica Biosystems). Tak
przygotowane skrawki przenoszono na szkietko podstawowe 1 barwiono

hematoksylina/eozyna wedtug standardowej procedury (Feldman i Wolfe, 2014).
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3.15.8 Analiza marker6w powierzchniowych komorek guza z wykorzystaniem cy-

tometrii przeplywowej

Guzy nowotworowe byly izolowane 1 inkubowane w roztworze kolagenazy w pozywce
hodowlanej DMEM (2 mg/ml) w 37°C, przez okoto godzing, a nast¢pnie dezintegrowane
z wykorzystaniem urzadzenia gentleMACS™ Dissociator (Miltenyi Biotec), ktore
pozwala na rozdzielenie tkanek, bez uszkodzenia komorek. Zawiesina komorek byta
plukana dwa razy w buforze PBS w celu oplukania kolagenazy. Nastepnie komorki
inkubowano przez pét godziny w PBS zawierajacym 1% BSA w celu zablokowania
epitopoéw, do ktérych moglyby niespecyficznie przylaczaé si¢ przeciwciata. Nastepnie
komorki ptukano trzykrotnie w PBS i1 inkubowano z przeciwciatami Anty-CD68 i Anty-
FOXP3+ sprzgzonymi z fluorochromami (patrz tabela 3.4) rozpuszczonymi w 1%
roztworze BSA w PBS, wedlug zalecen producenta. W celu wyeliminowania
niespecyficznych sygnalow, zastosowano kontrole izotypowe, odpowiednie dla kazdego
z wykorzystanych przeciwciat (Tabela 3.4). Po inkubacji probki byty ptukane trzykrotnie
w PBS i1 analizowane z wykorzystaniem cytometru Guava® easyCyte 8HT Benchtop

Flow Cytometer (Merck Millipore).

katalogo

Anty-P2X7 APR-004 Al Barwienie IF/1:200
poliklonalne
Goat Anty-Rabbit IgG (H+L)
Highly Cross-Adsorbed Kozie I )
Secondary Antibody, Alexa As2731 poliklonalne SIS/ R
Fluor Plus 488
. Cytometria
APC Anty-mouse CD68 Mysie
137007 0.06
Antibody 3700 monoklonalne przep’f\./\.mowa/ : HE na
milion komarek
Cytometria
APC Rat 1gG23a, k Isotype Szczurze
Ctrl Antibody 400511 monoklonalne przepfywowa/O.PG HE na
milion komérek
. Cytometria
Alexa Fluor® 488 Anty- Mysie
126405 0.25
mouse FOXP3 Antibody monoklonalne przeph‘/\fvowa/ , HE Na
milion komoérek
Alexa Fluor® 488 Rat Szczurze Cytometria
IgG2b, Kk Isotype Ctrl 400625 przeptywowa/0.25 pg na
) monoklonalne - )
Antibody milion komarek

Tabela 3.4 Lista przeciwcial stosowanych w immunofluorescencji oraz cytometrii przeptywowej
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3.15.9 Analiza cytokin prozapalnych z wykorzystaniem macierzy typu dot-blot

W celu zbadania cytokin wydzielanych do surowicy oraz w mikrosrodowisku guza
nowotworowego, wykorzystano komercyjne zestawy macierzy typu dot-blot. W celu
oznaczenia cytokin w surowicy, rozcienczano jg w zawartym w zestawie buforze do lizy
w stosunku objetosciowym 1 do 1000.

W celu analizy cytokin w mikrosrodowisku guza, guzy homogenizowano w
dostarczonym przez producenta zestawu, buforze do lizy suplementowanym inhibitorem
preoteaz cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail (Roche). Nastepnie inkubacj¢ probek
oraz wizualizacj¢ danych wykonano zgodnie z zaleceniami producenta zestawu. Wykryte
sygnaty pochodzace od biatek byty wizualizowane na kliszy fotograficznej, ktére byty
nastepnie skanowane 1 analizowane za pomoca dodatku do programu Imagej - Protein

Array Analyzer Plug-In stworzonym przez Gilles Carpentier.

3.16 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawione w pracy to $rednie arytmetyczne wartosci uzyskanych z pojedyn-
czych powtorzen biologicznych lub $rednie powtorzen biologicznych znormalizowane do
kontroli. Dodatkowo na wykresach zaznaczono wasy odchylen standardowych. Analiza
statystyczna zostata wykonana na surowych danych z wykorzystaniem programu Sigma-
Plot 12.3 (Systat Software Inc). W celu okreslenia istotnosci statystycznej pomiedzy gru-
pami kontrolnymi i traktowanymi stosowano sparowany Test-T lub jednoczynnikowsa
ANOVA dla powtdrzen z testem typu post-hoc Bonferroniego lub Duncana. Normalnos¢
rozktadu sprawdzano z wykorzystaniem testu Shapiro-Wilka lub Levene’a. Wynik uzna-
wano za istotny statystycznie, gdy p < 0,05. Na wykresach stosowano nastepujace ozna-
czenia przedziatow istotnosci: p<0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***). Do analizy i opra-
cowania wynikow wykorzystano programy: Microsoft Excel, ImageJ, GIMP oraz Zeiss
ZEN Software.
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4 WYNIKI
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4.1 Analiza ekspresji transkryptéw receptorow z rodziny P2X w ko-

morkach glejaka wielopostaciowego

Aby mozliwe bylo przeprowadzenie badan roli receptora P2X7 w glejaku
wielopostaciowym, nalezato zbada¢ wystgpowanie receptorow nukleotydowych z
rodziny P2X w tych komorkach. Bylo to konieczne gdyz wszystkie te receptory
odpowiadaja na zewnatrzkomérkowe ATP. Aby nie powodowaé pobudzenia wielu
receptordw na raz, nalezato wybrac jak najbardziej specyficznego agoniste. Do detekcji
ekspresji gendw receptorow z rodziny P2X wykorzystano technike¢ reakcji tancuchowe;j
polimerazy z odwrotng transkrypcja. Przeanalizowano ekspresje wszystkich gendéw

recetporow z rodziny P2X. W badaniu tym pomini¢to linie C6, gdyz w danych

M X1 X3 X4 X5 X6 X7

U-251

500

100
U-138

500

100
U-87

500

100

U-87 U-251 U-138

X2

500

100

Rycina 4.1. Receptory z rodziny P2X w liniach komorkowych glejakow wielopostaciowych. Biatymi
strzatkami oznaczono specyficzny produkt reakcji PCR. Skrétem M oznaczono molekularny wzor masy,
symbole oznaczaja kolejno X1 — P2X1, X2 — P2X2, X3 — P2X3, X4 — P2X4, X5 — P2X5, X6 — P2X6, X7
— P2X7. Wizualizacja receptora P2X2 odbyta si¢ osobno na innym Zelu, poniewaz zostaly wypelione
wszystkie studzienki. Rycina przedstawia reprezentatywny zel z trzech powtorzen biologicznych.
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literaturowych mozna znalez¢ informacje o ekspresji gendw receptoréw z rodziny P2X
w tej linii komoérkowej (Braganhol i wsp., 2009). W badanych liniach komoérkowych
ludzkich glejakow wielopostaciowych U-87, U-251, U-138, wyktyto obecno$¢ mRNA
wszystkich receptoréw z rodziny P2X (Rycina 4.1).

4.2 Analiza ekspresji transkryptéw receptorow z rodziny P2Y w

komoérkach glejaka wielopstaciowego

Jako ze na zewnatrzkomorkowe ATP odpowidaja rowniez receptory z rodziny P2Y,
nalezalo w zbadanych liniach wykry¢ obecnos$¢ receptorow nalezacych do tej rodziny.
Tak jak poprzednio w badaniu tym pomini¢to lini¢ C6, gdyz w danych literaturowych
mozna znalez¢ informacje o ekspresji genow receptorow z rodziny P2Y (Braganhol i wsp.,
2009). Linie ludzkich glejakéw wykazywaty réznice w obecnosci mRNA receptorow z
rodziny P2Y.

W linii U-87 wykryto transkrypty recetorow P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11 oraz P2Y12. W
linii U-251 wykryto trnskrypty dla receptorow P2Y1, P2Y2, P2Y4 oraz P2Y12.
Natomiast w linii komorkowej U-138 wykryto transkrypty dla receptorow P2Y1, P2Y2,
P2Y6 oraz P2Y12 (Rycina 4.2).

M Y1 Y2Y4Y6Y11Y12

100

Rycina 4.2. Receptory z rodziny P2Y w liniach komorkowych glejakow wielopostaciowych. Biatymi
strzatkami oznaczono specyficzny produkt reakcji PCR. Skrotem M oznaczono molekularny wzor masy,
symbole oznaczaja kolejno Y1 —P2Y1,Y2-P2Y2,Y4-P2Y4,Y6-P2Y6,Y11 -P2Y11,Y12 -P2Y12.
Rycina przedstawia reprezentatywny zel z trzech powtorzen biologicznych.
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4.3 Analiza obecnosci bialka receptora P2X7 w komérkach gelejaka

wielopstaciowego

Po wykryciu transkryptow receptora P2X7 w komorkach glejaka wielopstaciowoego,
przerowadzono analiz¢ Western Blot w celu zbadania korelacji pomiedzy iloscig
transkrytpow, a iloscig biatka w komoérkach.

We wszystkich badanych komorkach gelajaka wielopstaciowego wykryto biatko
receptora P2X7 (Rycina 4.3). llo$¢ znajdowanego biatka zalezata od linii komorkowe;.
Najwigcej receptora P2X7 wykryto w lizatach z glejaka C6 szczura. Duza iloScia
receptora charakteryzowata si¢ réwniez linia U-87. Ilo$¢ biatka receptora P2X7 byta
znaczaco nizsza w komorkach linii U-251 1 U-138. Linig o najmniejszej ilo$ci

wykrywanego biatka P2X7 byta linia U-251.

c6 U-87 U-251 U-138

P2X7

Rycina 4.3. Tlo$¢ biatka receptora P2X7 w réznych liniach ludzkich glejakow wielopostaciowych (U-251,
U-138) oraz szczurzego glejaka C6. Na rycinie przedstawiono reprezentatywny wynik z 3 niezaleznych
powtorzen biologicznych.

4.4 Analiza sygnalu wapniowego po pobudzeniu komoérek glejakow

przez syntetycznego agoniste P2X7 (BzATP)

Nastepnym krokiem po wykryciu biatka receptora P2X7, bylo sprawdzenie
funkcjonalnosci tego receptora. W tym celu komorki glejaka wielopostaciowego
stymulowano syntetycznym agonista receptora P2X7 — BzATP. Intensywno$¢
odpowiedzi wapniowej, ktora odpowiada stezeniu wolnych jondw wapnia w cytoplazmie,

mierzono przy uzyciu fluorescencyjnej sondy wapniowej Fura-2 (Rycina 4.4).
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Najintensywniejszy sygnal wapniowy obserwowany byt w komorkach glejaka C6
szczura, komorki te rowniez odpowiadaty za kazdym razem na stymulacje. Znaczaco
stabszy sygnat wapniowy wykazywaty komorki ludzkiego glejaka U-251. Co wigce;,
komorki nie zawsze odpowiadaty na pobudzenie. Natomiast linia U-138 nigdy nie

wykazywata odpowiedzi wapniowej po stymulacji przez BzATP.
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Rycina 4.4. Analiza intensywnosci sygnatu wapniowego, po stymulacji receptora P2X7, komorkach ludzkich
glejakoéw wielopostaciowych (U-251, U-138) oraz szczurzego glejaka C6. Czarna strzatka w goérnej czesci
wykresu wskazuje na czas rozpoczecia stymulacji, poprzez dodanie agonisty receptora — BZATP. Szare linie
przedstawiaja pojedyncze powtorzenia biologiczne, czarna linia pokazuje usredniony poziom sygnatu z
trzech niezaleznych powtorzen biologicznych.

4.5 Analiza formowania pora komorkowego

Po wykryciu receptora P2X7 w komorkach glejaka wielopostaciowego nalezato, oprocz
wykrycia obecnosci sygnatu wapniowego, zbada¢ mozliwo$¢ formowania komorkowego
pora, przez ktory do wnetrza komoérki moga wnika¢ duze czasteczki takie jak jodek
propidyny. Wnikanie jodku propidyny po stymulacji przez BzZATP zaobserwowano tylko
w dwoch liniach komorkowych: glejaku szczura C6 1 glejaku cztowieka U-251 (Rycina
4.5). Pomiary na linii U-138 nie wykazywaly wnikania jodku propidyny po stymulacji
BzATP. Nalezy jednak dodaé, ze w przypadku linii komorkowych C6 1 U-251
efektywnos¢ wnikania byla bardzo niska i wynosita odpowiednio 24% oraz 12%.

Otrzymane roznice byly istotne statystycznie.
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Whikanie jodku propidyny
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Rycina 4.5. Analiza naptywu jodku propidyny do wnetrza komorki poprzez btonowy por w komoérkach linii
glejakéw ludzi (U-251 1U-138) oraz glejaka szczura C6. Wykres przedstawia usredniong warto$¢ z czterech
niezaleznych powtérzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna wyliczono testem t-Studenta. Wynik
uznawano za istotny statystycznie gdy p < 0,05 (*).

4.6 Badanie $mierci komérkowej po stymulacji receptora P2X7

Wedlug danych literaturowych, aktywacja receptora P2X7 moze prowadzi¢ do $mierci
komorki poprzez masywny naptyw wapnia do cytoplazmy lub poprzez otwarcie duzego
pora komoérkowego. Jako ze w dwoch liniach obserwowano zwigkszone wnikanie jodku
propidyny do wnetrza komorki, nalezalo zbadaé wpltyw aktywacji P2X7 na
wystepowanie $mierci komorkowej. W tym celu przeprowadzono dwa niezalezne testy
wykrywajace komorki wprowadzone na drogg apoptotycznej i nekrotycznej $mierci
komoérkowe;.

Pierwsza analiza, to cytometryczne oznaczenie apoptotycznych/nekrotycznych komorek
z wykorzystaniem aneksyny pigtej (marker apoptozy) oraz jodku propidyny w celu
detekcji komorek nekrotycznych. Jako kontrole pozytywna, majaca sprawdzic, czy test
zostal wykonany poprawnie, wykorzystano komorki ludzkiej biataczki z duzych
ziarnistych limfocytow T, lini¢ Jurkat. Komorki te wykazuja si¢ wysoka czulo$cia na
szkodliwe czynniki §rodowiskowe, ktore aktywuja proapoptoczyczne $ciezki $mierci
komorkowej. Aby wprowadzi¢ komorki kontrolne w stan apoptozy, komorki Jurakt byty
traktowane przez 30 sekund promieniowaniem UV-C.

Po wykonaniu kontroli pozytywnej na komorkach linii Jurkat przeprowadzono badania
na liniach glejaka wielopostaciowego (Rycina 4.6). W zadnej z badanych linii glejaka nie

zaobserwowano zwigkszonych populacji komorek pozytywnie wybarwionych aneksyna
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piata. Nie wykryto rowniez komoérek wybarwionych jodkiem propidyny co §wiadczy o

braku apoptozy w kazdej badane;j linii.
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Rycina 4.6. Analiza cytometryczna $mierci komérkowej z wykorzystaniem zestawu wykrywajacego
aneksyn¢ V i jodek propidyny. A) Reprezentatywne wykresy przedstawiajace wybarwione populacje.
Komorki linii Jurkat, traktowane przez 30 sekund promieniowaniem UV-C to kontrola pozytywna
przedstawiajaca komorki w trakcie apoptotycznej $mierci. Wykresy C6, U-251 1 U-138 przedstawiaja
populacje komorek traktowanych agonista receptora P2X7 — BzZATP. B) Tabela przedstawiajgca usrednione
wartosci liczbowe z trzech niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczng wzgledem
komorek zywych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post
hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 wzg. % komorek zywych (*).
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W celu wykluczenia gwaltownej $mieci komorkowej polegajacej na rozpadzie komorki,
takich jak nekroza i pyroptoza przeprowadzono dodatkowo test aktywnosci
dehydrogenazy mleczanowej uwalnianej do pozywki hodowlanej. Jako kontrole
pozytywna, potwierdzajacg prawidtowe dziatanie zestawu, wykorzystano wyizolowang z
krowiego serca dehydrogenze mleczanowa. W  komorkach linii  glejaka
wielopostaciowego nie zaobserwowano zwigkszonej aktywnos$ci tego enzymu po
stymulacji BzATP, co $wiadczy o braku $mierci komdrkowej opartej na gwaltownym
rozpadzie komorek (Rycina 4.7). Podsumowujac przeprowadzone na dwoch niezaleznie
dziatajacych testach badania wykazaly brak apoptotycznej i nekrotycznej $mierci

komoérkowej w liniach glejaka wielopostaciowego po stymulacji receptora P2X7.

Aktywnos$¢ uwalnianej dehydrogenazy mlecznowej
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Rycina 4.7. Aktywno$¢ uwalnianej dehydrogenazy mleczanowej po 24 godzinach stymulacji receptora
P2X7. Jako kontrole pozytywna wykorzystano czysta dehydrogenaze mleczanows wyizolowang z serca
wolowego. W zadnych z badanych linii glejakéw nie wykryto podwyzszonego uwalniania dehydrogenazy
do pozywki hodowlanej. Wykres przedstawia dane z trzech niezaleznych powtodrzen biologicznych.
Istotno$¢ statystyczng wzgledem komoérek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowe;j
analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy
p < 0,05 wzg. Kontrola (*).
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4.7 Wplyw receptora P2X7 na morfologie komoérek glejaka wielopo-

staciowego

Jako ze aktywacja receptora P2X7 moze prowadzi¢ do zmiany w organizacji szkieletu
aktynowego oraz do powstawania pecherzykow na powierzchni blony komorkowe;,
zbadano morfologi¢ komorek po stymulacji przez BzATP. Dwudziestoczterogodzinna
stymulacja przez BzATP nie wplywala w znaczacy sposob na morfologi¢ badanych

komorek glejaka wielopostaciowego (Rycina 4.8).

Kontrola BzATP 100 uM

Rycina 4.8. Reprezentatywny obraz zmian morfologicznych w komorkach glejakow ludzi (U-251 1 U-138)
oraz glejaku C6 szczura po 24 godzinach stymulacji przez 100 pM BzATP. Stymulacja receptora P2X7 nie
wplywa na zmiany morfologiczne komorek glejakow.

4.8 Wplyw receptora P2X7 na aktywno$¢ metaboliczng komorek gle-
jaka wielopostaciowego

Po stwierdzeniu braku $§mierci komorkowej po stymulacji receptora P2X7 postanowiono,
zbada¢ wplyw tego receptora na aktywno$¢ metaboliczng komoérek. W tym celu
wykonano test MTS, ktory polega na przetwarzaniu przez zywe i aktywne metabolicznie
komorki  bezbarwnego substratu do barwnego formazanu. Linie glejaka
wielopostaciowego ludzi nie wykazywaly statystycznie istotnego wzrostu aktywnos$ci
metabolicznej po stymulacji receptora P2X7. RoOwniez podanie specyficznego inhibitora
BBG nie powodowalo istotnie statystycznego obnizenia aktywnosci metabolicznej

komorek (Rycina 4.9).
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Jedyna linig, ktéra odpowiadata zwigkszeniem aktywnos$ci metabolicznej byta linia
glejaka szczura C6. Podanie BZATP, w sposob istotny statystycznie, zwigkszato o 38%
aktywnos$¢ metaboliczng w tych komorkach. Co wiecej, podanie antagonisty catkowicie
kompensowato podanie agonisty, powodujac obnizenie aktywnosci metabolicznej do
poziomu kontroli. Podanie samego inhibitora nie obnizalo w znaczacy sposob aktywnosci

metabolicznej komorek glejaka C6 (Rycina 4.9).

Aktywnos¢ metaboliczna komdrek glejakdéw po stymulacji
BzATP
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Rycina 4.9. Aktywno$¢ metaboliczna komoérek glejakow ludzi (U-251, U-138) oraz glejaka szczura C6, po
podaniu agonistow i antagonistow receptora P2X7. Wykres przedstawia dane z trzech niezaleznych
powtorzen Dbiologicznych. Istotno$¢ statystyczng wzgledem komodrek kontrolnych obliczono z
wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Bonferroniego. Wynik
uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 wzg. Kontrola (*).

4.9 Wplyw receptora P2X7 na intensywnos$¢ podzialéw komérek gle-
jaka C6

Po potwierdzeniu wplywu aktywacji receptora P2X7 na aktywno$¢ metaboliczng glejaka
szczura C6 nalezato potwierdzi¢ czy obserwowany efekt jest zwiazany tylko z rosnaca
aktywnoscia metaboliczna, czy aktywacja receptora P2X7 jest zwigzang z
przyspieszonymi podziatami komorek. W tym celu przeprowadzono test, ktory polegat
na zliczaniu intensywnos$ci wybarwionych jader komorkowych przez fluorescencyjny
barwnik Hoechst 33342. Jako Zze Hoechst 33342 jest barwnikiem fluorescencyjnym, ktory
dziata po wzbudzeniu §wiatlem, a specyficzny inhibitor BBG moze absorbowa¢ fale
swietlne zastosowano inny inhibitor — Kn62. W komorkach traktowanych BzATP przez

24 godziny zaobserwowano podwyzszenie intensywnosci fluorescencji o 20%, co moze
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swiadczy¢ o wigkszej liczbie jader komorkowych — czyli intensyfikacji podziatu
komorek. Wspoéttraktowanie BzATP 1 Kn62 obnizato intensywno$¢ fluorescencji do

poziomu kontrolnego (Rycina 4.10).

Proliferacja komaérek glejaka C6 po stymulacji BzZATP
140,00% -

120,00% -

100,00% -
80,00%
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20,00%
0,00%

Kontrola BzATP BzATP + Kn62

Poziom fluorescencji 497 nm
(% kontroli)

Rycina 4.10. Intensywnos$¢ podzialu komoérek glejaka szczura C6 po 24 godzinach stymulacji receptora
P2X7. Wykres przedstawia dane z dwoch niezaleznych powtorzen biologicznych.

4.10 Wplyw receptora P2X7 na przezywalnos$¢ komorek glejaka C6

podczas inkubacji z lekami cytostatycznymi

Po potwierdzeniu mozliwego wptywu receptora P2X7 na aktywno$¢ metaboliczna i
proliferacje komorek glejaka C6, logicznym wydato si¢ zbadanie wptywu tego receptora
na efekt inkubacji komorek linii C6 z lekami o dziataniu cytostatycznym. W
przeprowadzonym badaniu wykazano, ze komorki glejaka C6 sg wrazliwe na traktowanie
karmustyng (BCNU), ktoéra powoduje spadek aktywno$ci metabolicznej o okoto 85% w
poréwnaniu do komoérek kontrolnych. Wspotinkubacja z agonistag receptora P2X7
ostabiala dziatanie karmustyny powodujac zmniejszenie spadku aktywnos$ci
metabolicznej do 72% w poréwnaniu do kontroli. Wszystkie otrzymane wyniki byty

istotne statystycznie (Rycina 4.11).
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Aktywnosé¢ metaboliczna komérek glejaka C6 (MTS)
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Rycina 4.11. Aktywno$¢ metaboliczna komorek glejaka C6 szczura po 24 godzinach inkubacji z
karmustyng (200uM) oraz z agonista receptora P2X7 (100uM). Wykres przedstawia dane z trzech
niezaleznych powtérzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczng obliczono z wykorzystaniem
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Duncana. Wynik uznawano za
statystycznie istotny gdy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (*¥**).

Oprocz stymulacji receptora P2X7, przeprowadzono rdwniez wspotinkubacje z
inhibitorem receptora P2X7 — BBG, karmustyng oraz temozolomidem przez 24 godziny.
Jako ze test MTS, mierzy aktywno$¢ metaboliczng komorek, ktéra w przypadku
stosowania lekdw cytostatycznych moze si¢ zmienia¢ bez zmiany liczby komorek,
postanowiono zmierzy¢ liczbg komorek przez barwienie fioletem krystalicznym.

Traktowanie komorek glejaka C6 karmustyng powodowalo obnizenie liczby
wybarwionych komorek w stosunku do kontroli 0 12%. Otrzymany wynik nie byt istotny
statystycznie. Wspodtinkubacja komorek z BCNU oraz inhibitorem receptora P2X7 —
BBG zwigkszala efektywno$¢ karmustyny i obnizala liczbe wybarwionych komorek o
29% w stosunku do kontroli, oraz o 17% w stosunku do traktowania samg karmustynag.
Otrzymane réznice byly istotne statystycznie. Rowniez temozolomid obnizat liczbe
wybarwionych komorek w stosunku do kontroli o 40%, jednak otrzymana rdznica nie
byla istotna statystycznie. Wspoélinkubacja temozolomidu z BBG, zwigkszala
efektywnos¢ przeciwnowotworowg temozolomidu o 55% w poréwnaniu do kontroli oraz
0 15% w porownaniu do komorek traktowanych samym lekiem. Otrzymane wyniki byty

istotne statystycznie. Co ciekawe traktowanie samym BBG rdéwniez obnizato liczbe
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wybarwionych komorek, o 17% w poroéwnaniu do kontroli. Otrzymany wynik byt istotny

statystycznie (Rycina 4.12).
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%

f |
* % *
T 1
120% - 2k * |

—~ 100% -

E

5

< 80% A

®

E

o 60% -

M~

n

8

(8]

C 40% -

2

(o]

1%

0

< 20% -

0%

Kontrola BCNU BCNU + BBG TMZ+BBG

Rycina 4.12. Przezywalno$¢ komorek glejaka C6 po 24 godzinach traktowania lekami cytostatycznymi —
karmustyna (200uM), temozolomidem (600 uM) oraz kombinacjami z inhibitorem receptora P2X7 — BBG
(100 nM). Wykres przedstawia dane skumulowane z szeéciu, niezaleznych powtoérzen biologicznych.
Istotno$¢ statystyczna wzgledem wszystkich grup obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA z testem post hoc Duncana. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 (*),
p <0,01 (¥*), p < 0,001 (¥*%*).

4.11 Wplyw receptora P2X7 na efektywnos¢ lekéw cytostatycznych w

komorkach glejaka wielopostaciowego czlowieka

Zwigkszenie efektywnosci lekow przeciwnowotworowych po wspotinkubacji z
inhibitorem receptora P2X7, w komorkach glejaka C6, sprawito, Ze postanowiono
przeprowadzi¢ analogiczne badania z wykorzystaniem linii komérkowych ludzkich
glejakow wielopostaciowych — LN-229, U-251 oraz U-138. Jako inhibitor zastosowano
Kn-62, bardziej specyficzny dla ludzkiego wariantu receptora P2X7 niz BBG. Tak jak w
przypadku badan na linii C6, test metaboliczny MTS, zastgpiono barwieniem komorek
fioletem krystalicznym. W linii komorkowej LN-229 traktowanie komoérek karmustyng
obnizato liczbe wybarwionych komorek o 15% w poréwnaniu do komorek kontrolnych.
Otrzymana rdéznica nie byla istotna statystycznie. Wspotinkubacja karmustyny z
inhibitorem Kn-62 obnizata liczbe wybarwionych komoérek o 46% w pordéwnaniu do
kontroli oraz o 29% w poréwnaniu do komorek traktowanych samg karmustyng. Oba

wyniki byly istotne statystycznie. Traktowanie komorek linii LN-229 temozolomidem
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obnizato ilo§¢ wybarwionych komodrek o 40% w pordwnaniu do komorek kontrolnych,
jednak otrzymany wynik nie byt istotny statystycznie. Traktowanie komoérek mieszaning
cytostatyku z inhibitorem receptora P2X7 — Kn-62 zwickszato efektywno$¢ terapii
temozolomidem. Bylo to kolejno 71% w porownaniu do kontroli oraz o 31% w
poréwnaniu do komorek traktowanych samym temozolomidem, roéznice te byly istotne
statystycznie. Traktowanie komorek linii LN-229, samym inhibitorem receptora P2X7,
obnizato liczbe komoérek wybarwionych komoérek o 41% w poréwnaniu do komorek
kontrolnych. Otrzymany wynik byt istotny statystycznie.

Podobne wyniki otrzymano w testach z wykorzystaniem linii glejaka U-251. Traktowanie
komorek karmustyng obnizato liczbe wybarwionych komoérek o 5% w poréwnaniu do
komorek  kontrolnych. Efektywnos$¢ karmustyny zostalta zwigkszona przez
wspotinkubacje¢ z Kn-62 o 34% w porownaniu do kontroli oraz o 37% w poréwnaniu do
komorek traktowanych samg karmustyng. Otrzymane roznice byty istotne statystycznie.
Traktowanie komorek linii U-251 powodowato obnizenie liczby wybarwionych komorek
0 42% w pordéwnaniu do komorek kontrolnych, jednak otrzymany wynik nie byt istotny
statystycznie. Kombinacja cytostatyku z inhibitorem zwigkszata efektywno$¢ terapii
temozolomidem o 55% w poréwnaniu do kontroli oraz o 13% w poréwnaniu do komorek
traktowanych samym temozolomidem. Réznica pomigdzy kombinacja a kontrolg byta
istotna statystycznie. ROwniez sam inhibitor wywotywat istotne statystycznie obnizenie
liczby wybarwionych komorek o 30% w poroéwnaniu do kontroli.

W linii U-138, traktowanie komorek karmustyng powodowato, nieistotne statystycznie,
obnizenie wybarwionych komorek o 1% w poréwnaniu do kontroli. Uzycie kombinacji
karmustyny 1 inhibitora P2X7 powodowalo, nieistotne statystycznie, obnizenie liczby
wybarwionych komoérek o 16% w poréwnaniu do kontroli oraz o 15% w poréwnaniu do
komorek traktowanych samg karmustyng. Traktowanie temozolomidem powodowato
obnizenie tej liczby o 7% w pordwnaniu do kontroli, ktore nie rOwniez nie byto istotne
statystycznie. Wspotinkubacja temozolomidu z inhibitorem receptora P2X7, zwigkszata
efektywnos¢ przeciwnowotworowa o 13% w poréwnaniu do kontroli oraz o 6% w
poréwnaniu do komorek traktowanych samym temozolomidem. Traktowanie komorek
samym inhibitorem receptora P2X7, obnizato liczbe wybarwionych komoérek o 11% w
porownaniu do kontroli, jednak otrzymany wynik nie byl istotny statystycznie (Rycina

4.13).
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Rycina 4.13. Przezywalno$¢ komorek ludzkich glejakow LN-229, U-251 oraz U-138 po 24 godzinach
traktowania lekami cytostatycznymi — karmustyng (200 uM), temozolomidem (600 uM) oraz
kombinacjami z inhibitorem receptora P2X7 — Kn-62 (2 uM). Wykresy przedstawiaja dane skumulowane
z szeSciu, niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczng wzgledem wszystkich grup
obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Duncana.
Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p < 0,05 (*), p < 0,01 (¥*), p < 0,001 (***).
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4.12 Wplyw receptora P2X7 na aktywacje bialek opiekunczych oraz
sciezek sygnalowych wplywajacych pozytywnie na proliferacje

Po wykazaniu zwickszonej przezywalnos$ci komorek glejaka C6 po traktowaniu lekiem o
charakterze cytostatycznym, nalezato sprawdzi¢ co moze powodowaé zwickszong
przezywalnos¢. W tym celu w pierwszej kolejnosci zbadano wptyw aktywacji receptora
P2X7 na biatka, ktore chronig komoérki nowotworowe przed $miercia komodrkowa.
Stymulacja komorek szczurzego glejaka C6 agonista receptora P2X7 przez 24 godziny,
powodowata zwigkszenie ilosci wykrywanych biatek opiekunczych HSPA1 oraz HSPAS.
Dodatkowo aktywacja receptora P2X7 wptywata na wykrywanie zwickszonej ilosci

markera nowotworowych komoérek macierzystych — CD133 (Rycina 4.14).

Kontrola 100uM BzATP
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Rycina 4.14. Analiza Western Blot ilosci biatek szoku cieplnego (HSPA1 i HSPAS) oraz markera
nowotoworowych komorek macierzystych (CD133) po 24 godzinach stymulacji receptora P2X7. Rycina
przedstawia reprezentatywne wyniki z trzech niezaleznych powtdérzen biologicznych.

Dodatkowo zbadano wptyw stymulacji receptora P2X7 na fosforylacje kinazy AKT oraz
p38 MAPK, ktore moga w glejaku wielopostaciowym wpltywac¢ na czestotliwosé
podzialow  komoérkowych oraz modulowa¢ odpowiedZ na toksyczne leki
przeciwnowotworowe. Badania wykazaty, ze 24 godziny stymulacji komorek glejaka C6
100 uM BzATP powoduje zwigkszong fosforylacje biatka p38 nalezacego do kinaz
MAPK oraz zwigkszong fosforylacje biatka kinazy AKT. Aktywacja P2X7 nie miata
znaczacego wpltywu na ilo$¢ catkowitego biatka AKT (Rycina 4.15).
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Kontrola

100puM BzATP

Rycina 4.15. Analiza Western Blot fosforylacji kinaz z rodziny AKT i MAPK po 24 godzinach stymulacji
receptora P2X7. Rycina przedstawia reprezentatywne wyniki z trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych.

4.13 Wydzielanie zewngtrzkomérkowego ATP po stymulacji receptora
P2X7

W literaturze wystepuja doniesienia o mozliwym stymulowaniu uwalniania ATP do
srodowiska zewnatrzkomérkowego przez aktywowany receptor P2X7. Dlatego tak
wazne bylto zbadanie czy w linii glejaka C6 wystegpuje taki sam mechanizm, mogacy
powodowa¢ aktywacj¢ innych receptorow nukleotydowych. W badanej linii C6, 24
godzinna stymulacja receptora powodowata statystycznie istotne zwigkszenie stezenia
ATP wydzielanego do pozywki o okoto 85% w porownaniu do grupy kontrolne;.
Wspotinkubacja agonisty z antagonista znosita ten efekt do 15% w pordwnaniu do
komorek kontrolnych i znosila jego istotnos¢ statystyczna. Podanie samego antagonisty
obnizato stezenie zewnatrzkomoérkowego ATP o 26% w porownaniu do komorek

kontrolnych. Efekt ten nie byt istotny statystycznie (Rycina 4.16).
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Intensywnosc wydzielania ATP do pozywki
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Rycina 4.16. Intensywnos$¢ wydzielania ATP do pozywki hodowlanej, po modulowaniu aktywnosci
receptora P2X7. Wykres przedstawia dane z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotnosé
statystyczng wzgledem komorek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA dla powtérzonych pomiaréw z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za
statystycznie istotny gdy p < 0,05 (**); p< 0,01 (**) wzg. Kontroli.

4.14 Wplyw obnizenia ilosci bialka P2X7 na sygnal wapniowy po sty-
mulacji BZATP

Po obnizeniu ilo$ci receptora P2X7 w komorkach glejaka C6 przeprowadzono pomiar
sygnatu wapniowego, po stymulacji przez BzATP. Z danych literaturowych wiadomo, ze
BzATP oprocz receptora P2X7 moze stymulowa¢ P2XS5 oraz P2Y2 1 P2Y11, dlatego
nalezato zbada¢, czy doszto do obnizenia sygnatu wapniowego wraz z obnizeniem ilosci
P2X7. W komorkach z obnizong iloscig P2X7 sygnal wapniowy obserwowany po
pobudzeniu przez BzATP, byl o okoto potowe nizszy niz w komorkach kontrolnych

(Rycina 4.17). Obnizenie intensywnosci sygnatu wapniowego korelowato z obnizona
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iloscig biatka. Dlatego mozna wnioskowaé, ze sygnal wapniowy moze pochodzi¢ od

receptora P2X7, a nie innych receptoréw z rodziny P2.

Intensywnos$¢ sygnatu wapniowego po obnizeniu ilosci receptora P2X7
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Rycina 4.17. Analiza sygnatu wapniowego po obnizeniu ilosci receptora P2X7 w komorkach glejaka
szczura C6. Czarna strzatka w gornej czeSci wykresu wskazuje na czas podania BzATP. Szare linie
przedstawiaja pojedyncze powtdrzenia biologiczne, czarna linia pokazuje usredniony poziom sygnatu z
trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych.

4.15 Wplyw obnizenia ilosci receptora P2X7 na proliferacj¢ dlugoter-

minowg komorek glejaka C6

Weczesniejsze eksperymenty z wykorzystaniem testu metabolicznego MTS oraz
fluorescencyjnego barwnika Hoechst 33342 wykazaly zwigkszony potencjat do
podziatow komorek glejaka C6, po stymulacji przez agonistg receptora P2X7 — BzATP.
Jednak, aby jednoznacznie potwierdzi¢ czy receptor P2X7 jest zaangazowany w
proliferacje glejaka C6 nalezalo przeprowadzi¢ test proliferacji dlugoterminowej. Aby
unikng¢ korzystania z agonistow i antagonistow, wykorzystano obnizenie ilo$ci receptora

P2X7 z wykorzystaniem matego interferujacego RNA. Obnizenie wykrywanego biatka
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receptora P2X7, spowodowato zahamowanie podziatow we wszystkich badanych
punktach czasowych. Po 24 godzinach, komorki dzielity si¢ wolniej o okoto 50% w
porownaniu do kontroli, taki sam poziom obnizenia podziatow komorkowych
wystepowat po 48 godzinach. Po 72 godzinach od rozpoczgcia eksperymentu
intensywno$¢ proliferacji w komodrkach z obnizong ilo$cig receptora P2X7 byt nizszy o
33% niz w kontroli i tylko ten punkt czasowy wykazywat istotno$¢ statystyczng (Rycina

4.18).

Proliferacja dtugoterminowa komaérek po obnizeniu
poziomu P2X7

1600% -
*
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Rycina 4.18. Proliferacja dtugoterminowa komorek po obnizeniu ekspresji biatka P2X7. Wykres przedstawia
dane z trzech niezaleznych powtérzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczng wzgledem komorek
traktowanych kontrolnym siRNA obliczano z wykorzystaniem testu t-Studenta. Wynik uznawano za
statystycznie istotny gdy p < 0,05 (**) wzg. Kontrolne siRNA

4.16 Wplyw receptora P2X7 na adherentno$¢ komoérek glejaka do wy-

branych skladnikow macierzy zewnatrzkomorkowej

Jako ze zwigkszona adhezja komoérek do sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowe;,
moze wpltywaé pozytywnie na zwigkszong migracje oraz sygnalizacj¢ komorkowa przez
integryny, zbadano wplyw aktywacji receptora P2X7 na przyleganie komorek glejaka C6
do podloza. Do testu wybrano 3 najczgsciej wystgpujace w organizmie sktadniki
macierzy zewnatrzkomorkowej: kolagen 1, 4 oraz fibronektyng. Stymulacja receptora
P2X7 powodowata istotny statystycznie wzrost przylegania komorek glejaka C6 do

kolagenu 1 o 80% w porownaniu do komorek kontrolnych. Efekt ten mogl zostaé
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zmniejszony do okoto 40% przez podanie inhibitora P2X7 — BBG. Sam BBG obnizat
ilo§¢ przyklejonych komorek o 20% wzglgdem kontroli, jednak ten wynik nie byt istotny
statystycznie. Stymulacja P2X7 powodowata rowniez statystycznie istotne zwigkszenie
przylegania komoérek do kolagenu IV. Efekt agonisty ten zostal zredukowany przez
wspoétinkubacje¢ z inhibitorem receptora P2X7 — BBG. W przypadku przylegania do
fibronektyny, stymulacja P2X7 powodowata zwigkszone przyleganie do podtoza, jednak
efekt ten nie byl istotny statystycznie. Wspoéttraktowanie z inhibitorem obnizato ten
wzrost o potowe¢. Inkubacja z samym inhibitorem obnizata adhezje o 40% wzgledem
kontroli, jednak efekt ten nie byt istotny statystycznie (Rycina 4.19a). Zbadano rowniez
wplyw obnizenia ilo$ci P2X7 z wykorzystaniem malego interferujacego RNA, na
przyleganie komorek do sktadnikoéw macierzy (Rycina 4.19b). Obnizenie ilosci receptora
P2X7 spowodowato obnizenie adhezyjnosci komorek glejaka C6 do skladnikow
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Statystycznie istotne réznice wykazano w adhezji do
kolagenu I oraz kolagenu IV. Obnizenie ilosci P2X7 niwelowato rowniez adhezje do

fibronektyny, jednak r6znica ta nie byla istotna statystycznie.
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Rycina 4.19. Adhezja komorek glejaka C6 do sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej. A) Wpltyw
modulowania aktywnosci receptora P2X7 na adhezj¢ do kolagenu I, kolagenu II i fibronektyny. Wykres
przedstawia dane z trzech niezaleznych powtérzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczng wzgledem
komorek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla
powtdrzonych pomiaréw z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p

< 0,05 (*);

p< 0,01 (**) wzg. Kontrola. B) Wplyw obnizenia syntezy receptora P2X7 przez male

interferujagce RNA na adhezje do kolagenu I, kolagenu I1 i fibronektyny.. Wykres przedstawia dane z trzech
niezaleznych powtorzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna wzgledem komorek kontrolnych obliczono
z wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p< 0,05 (*)
wzg. Kontrola.
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4.17 Wplyw receptora P2X7 na wytwarzanie wolnych rodnikéw tleno-
wych

Whnikajacy do komoérek wapn w matym stezeniu moze wpltywaé na metabolizm
komoérkowy stymulujgco. Natomiast masywny naptyw jondw wapnia moze dziala¢ na
metabolizm hamujaco poprzez depolaryzacje blony mitochondrialnej i wprowadzenie
komorek na droge $mierci komorkowej. Jako ze we wczesniejszych doswiadczeniach
udowodniono wystgpowanie sygnalu wapniowego po stymulacji receptora P2X7
przeprowadzono pomiar wytwarzania wolnych rodnikéw z wykorzystaniem sondy DCF-
DA, ktora mierzy zdolno$¢ utleniajaca srodowiska. Komorki traktowane przez godzing
100 uM BzATP wykazywaty o 50% wigksza intensywnos$¢ fluorescenciji niz komorki
kontrolne. Wynik ten byt istotny statystycznie. Inkubacja agonisty z antagonista P2X7 —
Kn62 znosita efekt stymulacji przez BZATP. Traktowanie samym inhibitorem P2X7 —
Kn62 obnizato intensywnos¢ fluorescencji o 10% (Rycina 4.20a).

Jako ze wczesniejsze badania wskazaly na mozliwo$¢ wydzielina zewnatrzkomorkowego
ATP po stymulacji receptora P2X7, ktére mogloby aktywowaé inne receptory z rodziny
P2, przeprowadzono doswiadczenia z wykorzystaniem matego interferujacego RNA.
Komoérki, z obnizong iloscig receptora P2X7, ulegaly indukcji o 40% stabszej w

porownaniu do komorek kontrolnych, wynik ten byt istotny statystycznie (Rycina 4.20b).
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Rycina 4.20. Intensywno$¢ wytwarzania wolnych rodnikow tlenowych w komorkach glejaka C6. A)
Intensywnos$¢ wytwarzania wolnych rodnikéw po modulowaniu aktywnosci receptora P2X7. Wykres
przedstawia dane z trzech niezaleznych powtdrzen biologicznych. Istotno$¢ statystyczna wzgledem
komorek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla
powtérzonych pomiaréw z testem post hoc Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy
p<0,01 (**) wzg. Kontrola. B) Intensywnos¢ wytwarzania rodnikow po obnizeniu syntezy receptora P2X7
przez mate interferujace RNA. Istotno$¢ statystyczna wzgledem komorek kontrolnych obliczono z
wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy p< 0,01 (**)
wzg. Kontrola.
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4.18 Wplyw receptora P2X7 na polaryzacj¢ mitochondriow

Jako ze wcze$niejsze badania wykazaty wplyw receptora P2X7 na wytwarzanie wolnych
rodnikow w komorkach glejaka C6, w nastepnym kroku nalezalo zbada¢ czy efekt ten
jest powiazany ze zmianami w strukturze oraz funkcjonowaniu mitochondrionu. W
pierwszej kolejnosci przy uzyciu fluorescencyjnej sondy MitotrackerCMX Ros zbadano
struktur¢ oraz liczb¢ mitochondriéw. Ta sonda fluorescencyjna taczy si¢ tylko z
aktywnymi metabolicznie mitochondriami. Przeprowadzona z wykorzystaniem
mikroskopii konfokalnej analiza wykazatla brak istotnych réznic w ilo$ci oraz strukturze
mitochondriow. Jednak mitochondria w komorkach glejaka C6 traktowane BzATP
wykazywaly obnizong intensywno$¢ fluorescencji co moglo $§wiadczy¢ o obnizonej

polaryzacji blony w obrgbie mitochondriéw (Rycina 4.21).

Kontrola 100 pM BzATP

Rycina 4.21. Reprezentatywny obraz mitochondriow glejaka C6 barwionych sonda MitotrackerCMX Ros.
Po lewej przedstawiono komorki kontrolne, po prawej komoérki stymulowane przez godzing 100 pM
BzATP.

W celu dokladniejszego zbadania polaryzacji mitochondriow wykorzystano
doktadniejsza ratiometryczng sond¢ JC-1 oraz cytometr przeptywowy. Sonda ta taczy si¢
do mitochondriow i gdy btona mitochondrialna jest nieuszkodzona barwnik tworzy
agregaty wykrywalne w czerwonym kanale, natomiast gdy blona mitochondrialna jest
uszkodzona, agregaty barwnika nie tworzg si¢, a monomery wykrywalne sg w zielonym
kanale fluorescencji. Stosunek intensywnosci $wiecenia na kanale czerwonym do
intensywno$ci na kanale zielonym jest proporcjonalny do potencjatu blony i nie zalezy
od stezenia sondy. Stymulacja receptora P2X7 wyptywata na obnizenie polaryzacji btony
mitochondrialnej; w komorkach glejaka C6 o okoto 60% w porownaniu do komorek

kontrolnych. Zmiana ta byla istotna statystycznie. Wspotinkubacja antagonisty wraz z
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agonistg receptora P2X7 zmniejszata ten efekt do poziomu 25% i rdznica ta nie byla
istotna statystycznie. Sam inhibitor obnizal polaryzacj¢ mitochondriéw o 8% w
porownaniu do komoérek kontrolnych, jednak ten wynik réwniez nie byt istotny
statystycznie (Rycina 4.22a). Jako ze BZATP moze pobudzac inne receptory z rodziny P2
nalezato, sprawdzi¢ czy obserwowany efekt jest zwigzany z pobudzeniem P2X7 czy
moze z aktywacjg innego receptora lub aktywacja parakrynng przez opisany juz wyrzut
ATP. W tym celu obnizono ilo$¢ receptora P2X7 z wykorzystaniem matego
interferujgcego RNA 1 na tak zmienionych komorkach ponownie zbadano wptyw BzATP
na polaryzacj¢ mitochondriow. Komodrki z obnizong ilosScia receptora P2X7
charakteryzowaty si¢ mitochondriami o wyzszej o 32% polaryzacji, w poréwnaniu do
komorek kontrolnych, co byto proporcjonalne do obnizonej przez siRNA ilo$ci receptora.

Otrzymany wynik byl istotny statystycznie (Rycina 4.22b).
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Rycina 4.22. Potencjal mitochondrialny w komorkach glejaka C6. A) Polaryzacja mitochondriow po
modulowaniu aktywnosci receptora P2X7. Wykres przedstawia dane z trzech niezaleznych powtorzen
biologicznych. Istotno$¢ statystyczng wzglgdem komorek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA dla powtdérzonych pomiaréw z testem post hoc
Bonferroniego. Wynik uznawano za statystycznie istotny gdy; p< 0,01 (**) vs. Kontrola. B) Polaryzacja
mitochondriow po obnizeniu syntezy receptora P2X7 przez mate interferujace RNA. Istotnos¢ statystyczna
wzgledem komorek kontrolnych obliczono z wykorzystaniem sparowanego testu t-Studenta. Wynik
uznawano za statystycznie istotny gdy p< 0,01 (**) vs. Kontrola.

96



4.19 Wplyw receptora P2X7 na rozwoj glejaka C6 in vivo

Skumulowana dawka 400 mg BBG na kilogram masy ciala myszy skutecznie obnizata
masy guzow glejaka C6. Guzy ze zwierzat traktowanych inhibitorem miaty zmniejszong
mas¢ o okolo 57%, w porownaniu do guzoéw ze zwierzat traktowanych PBS. Roéznica ta
byla istotna statystycznie. Co wigcej u zwierzat, ktérym podawano inhibitor nie
znaleziono przerzutéw nowotworowych do innych tkanek, a guzy byly zwarte. Zwierzeta
kontrolne traktowane PBS miaty zwigkszong ilos¢ odlegtych przerzutow, a guzy byly

zbudowane z kilku pomniejszych (Rycina 4.23).
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Rycina 4.23. Wplyw zahamowania aktywnosci receptora P2X7 na rozwoj glejaka C6 szczura. A) Masy
guzéw zwierzat kontrolnych (PBS) oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 (BBG). Punkty na
wykresie przedstawiaja masy pojedynczych guzéw. Na wykresie przedstawiono usredniong mas¢ z 10
guzéw kontrolnych oraz 10 guzéw traktowanych BBG. Istotnos¢ statystyczna zostala wyliczona z
wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmian¢ uznawano za istotng statystycznie gdy p < 0,001 (*). B)
Reprezentatywny przykltad guzéw kontrolnych (PBS) oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7
(BBG).

4.20 Wplyw BBG na synteze biatka P2X7 w guzach nowotworowych

Po zakoniczeniu podawania zwierzetom inhibitora P2X7 i izolacji guza, w pierwszej
kolejnosci zbadano wplyw podawanego BBG na ekspresje receptora P2X7. W guzach
zwierzat traktowanych BBG zaobserwowano obnizong immunodetekcje biatka P2X7 w
skrawkach mrozonych (Rycina 4.24a). Dodatkowo badania z wykorzystaniem
hybrydyzacji Western Blot wykazaty obnizong ekspresje receptora P2X7 w guzach
zwierzat poddanych dziataniu BBG (Rycina 4.24b).
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Rycina 4.24. Detekcja receptora P2X7 w guzach kontrolnych oraz traktowanych BBG. A) Immunodetekcja
receptora P2X7 w skrawkach mrozonych. Kolor zielony to receptor P2X7, kolorem niebieskim wybarwiono
jadra komoérkowe z wykorzystaniem barwnika DAPI. B) Analiza Western Blot ilosci biatka P2X7 w
homogenatach z guzéow nowotworowych. Na grupg kontrolng (PBS) oraz badang (BBG) przypadajg 4
niezalezne powtorzenia biologiczne. C) Analiza densytometryczna ilosci biatka P2X7 znormalizowane;j
wzgledem B-tubuliny.

4.21 Analiza aktywnos$ci metaloproteinazy 2 w guzach nowotworowych

Obnizona ilo$¢ przerzutdw guzoéw nowotworowych u zwierzat traktowanych inhibitorem
receptora P2X7 sugerowala obnizong aktywno$¢ metaloproteinaz. Enzymy te reguluja
istotne 1 pozadane procesy takie jak: neurogeneza, tworzenie si¢ nowych naczyn
krwionosnych lub umozliwiaja przenikanie makrofagom przez S$ciany naczyn

krwionos$nych. Jednak w przypadku nowotworoéw ich aktywno$¢ jest niepozadana,
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poniewaz sprzyja w powstawaniu przerzutow komorek nowotworowych. W niniejszych
badaniach przeprowadzono oznaczenie aktywnosci metaloproteinazy 2 (MMP-2) z
wykorzystaniem techniki zymografii zelatynowej. Mataloproteinaza ta, charakteryzuje
si¢ wystepowaniem dwoch form: nieaktywnej w warunkach in vivo formy pelnej dtugosci
oraz skroconej proteolitycznie formy aktywnej, ktéra w organizmie zywym pelni swe
funkcje.

Przeprowadzone badania wykazaty obnizong o okoto 68% aktywno$¢ metaloproteinazy
2 w guzach pochodzacych ze zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 w
porownaniu do zwierzat traktowanych PBS. Otrzymany wynik byt istotny statystycznie

(Rycina 4.25).
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Rycina 4.25. Aktywno$¢ metaloproteinazy 2 w guzach glejka C6. A) Zymogram przedstawiajacy
aktywnos$¢ metaloproteiznazy 2 w guzach glejaka C6. Gorny prazek przedstawia proform¢ MMP-2, prazek
ponizej to cigta forma, aktywna MMP-2. Skrotem M oznaczono molekularny znacznik mas. Na grupe
kontrolna (PBS) oraz badana (BBG) przypadaja 4 niezalezne powtorzenia biologiczne. B) Wykres
przedstawiajacy usredniong warto$¢ stosunku formy aktywnej metaloproteinazy do formy nieaktywne;j.
Istotnos¢ statystyczna zostata wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmian¢ uznawano za istotng
statystycznie gdy p < 0,05 (*).
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4.22 Wplyw receptora P2X7 na bialka adhezyjne w guzach glejaka C6

Guzy nowotworowe u zwierzat, ktorym podawano inhibitor, charakteryzowaly si¢
zmniejszong liczba przerzutow oraz miaty bardziej spojna strukture. Obserwacje te wraz
z badaniami in vitro wskazuja na wptyw receptora P2X7 na adhezje do macierzy
zewnatrzkomoérkowej. Zbadano réwniez role tego receptora w regulowaniu produkcji
bialek zaangazowanych w adhezj¢ komorka-komorka. W guzach zwierzat, traktowanych
BBG, zaobserwowano obnizong ilo$¢ B-kateniny, N-kadheryny oraz wimentyny, znanych
markero6w przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Jednocze$nie zaobserwowano
znaczny wzrost koneksyny 43, ktora jest jednym z bialek tworzacych potaczenia Sciste

(Rycina 4.26).

~ N-kadheryna

HSC70

konneksyna 43

HSC70

PBS BBG

Rycina 4.26. Analiza Western Blot wptywu zahamowania aktywnosci receptora P2X7 na biatka
zaangazowane w przejsciu epitelialno-mezenchymalnym oraz adhezji komoérka - komérka w guzach
glejaka C6. Na grupe kontrolng (PBS) oraz badang (BBG) przypadaja 4 niezalezne powtdrzenia
biologiczne.

4.23 Analiza histopatologiczna guzéw glejaka C6 implantowanych do

myszy

Podczas przeprowadzania analizy histopatologicznej z wykorzystaniem barwienia
hematoksyling i eozyng wykazano nast¢pujace zmiany. Guzy pochodzace ze zwierzat,
ktore byly traktowane inhibitorem receptora P2X7 — BBG, wykazywaty zmniejszony
stopien zmian nekrotycznych w porownaniu do guzéw pozyskanych ze zwierzat
kontrolnych, traktowanych PBS. Nekroza w guzach kontrolnych byta rozlana, zajmujaca

duzy obszar centrum guza, natomiast w guzach, poddawanych terapii, nekroza
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ograniczata si¢ do pojedynczych komoérek. Co wigcej w guzach zwierzat traktowanych
inhibitorem receptora P2 X7 nie zaobserwowano pseudopalisad komorkowych. W guzach
zwierzat traktowanych BBG zaobserwowano rowniez zwigkszong 1lo$¢ droznych naczyh

krwiono$nych charakteryzujacych si¢ duzym §wiattem (Rycina 4.27).

Rycina 4.27. Reprezentatywny obraz guzow po barwieniu histopatologicznym z wykorzystaniem barwienia
hematosylina i eozyna. Guzy kontrolne, traktowane PBS, charakteryzuja si¢ rozlegta nekroza w centrum
guza oraz duzg ilo$cig pseudopalisad (zaznaczone strzatkami). W guzach, traktowanych inhibitorem P2X7
— BBG, zaobserwaono nekroze¢ pojedynczych komorek oraz brak pseudopalisad komérkowych. Co wigcej
w guzach traktowanych BBG, mozna zaobserwowa drozne naczynia krwionos$ne (zaznaczone
czerwonymi gwiazdkami).

4.24 Badanie rodzajow smierci komorkowej w guzach glejaka C6 po

inhibicji receptora P2X7

Zmniejszenie masy guzow glejaka C6, traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG,
wskazywala na obnizZenie tempa podziatdéw komoérkowych wewnatrz guza lub na
zwigkszong $miertelnos¢ komorek guza. W celu weryfikacji, czy podanie BBG zwigksza
$miertelnos¢ komorek guza zbadano markery apoptotycznej $mierci komérkowej oraz
markery $§mierci w wyniku procesu autofagii. W celu weryfikacji wystepowania apoptozy
zbadano ilo$¢ aktywnej kaspazy 3. W guzach zwierzat kontrolnych, traktowanych PBS,
zaobserwowano wysoka ilos¢ aktywnej kaspazy 3 w poréwnaniu do guzoéw zwierzat
traktowanych inhibitorem P2X7 — BBG. W guzach tych sygnat pochodzacy z aktywne;j
kaspazy 3 byl niewykrywalny. W celu weryfikacji autofagii zbadano dwa markery
autofagii LC3-I, LC3-II oraz ATG16. W guzach zwierzat, traktowanych inhibitorem
receptora P2X7 — BBG, zaobserwowano zwigkszony stosunek izoformy biatka LC3-II do
LC3-I, w porownaniu do guzow zwierzat kontrolnych traktowanych PBS. To samo tyczy

si¢ drugiego markera autofagii ATG16, w guzach zwierzat traktowanych BBG
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zaobserwowano podwyzszong ilo$¢ tego biatka w poréwnaniu do guzoéw traktowanych

PBS (Rycina 4.28).
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Rycina 4.28. Analiza markerow apoptozy i autofagii metoda Western Blotting. A) Analiza Western Blot
markerow apoptozy — cigtej kaspazy 3 oraz autofagii LC3II, LC3I, ATG16. Jako biatko referencyjne
wykorzystano B-tubuling. B) Analiza denstytograficzna stosunku biatka LC3-II do LC3-I oraz biatka
ATG16, znormalizowanego wzgledem barwienia bialek na btonie nitrocelulozowej przez barwnik
znakujacy biatka - ponceau red.

4.25 Analiza ilo$ci bialek szoku cieplnego w guzach glejaka C6

W guzach glejaka C6 zbadano, ilo$¢ biatek szoku cieplnego przy uzyciu techniki Western
Blotting. Biatka szoku cieplnego to jedne z najbardziej konserwatywnych ewolucyjnie
biatek wystepujacych w organizmach zywych. Sekwencje aminokwasowe rdznig si¢
tylko o kilka procent w poréwnaniu do biatek pochodzacych z réznych gatunkow.
Zadaniem tych bialek jest utrzymanie homeostazy i1 prawidiowe sktadanie bialek
uszkodzonych przez czynniki Srodowiskowe, a w komorkach nowotworowych one

wpltywac negatywnie na efektywno$¢ terapii przeciwnowotworowej. W przedstawionych
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badaniach przeprowadzono detekcje trzech biatek szoku cieplnego HSPA1, HSPAS oraz
HSP90. W guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG
zaobserwowano obnizenie ilo$ci biatka szoku cieplnego HSPA1 w poréwnaniu do guzow
pochodzacych ze zwierzat kontrolnych, traktowanych PBS. Zahamowanie aktywnosci
receptora P2X7 wptywato rowniez na ilo§¢ wykrywanego biatka HSPAS, BBG obnizat
ilo$¢ tego biatka w porownaniu do guzéw kontrolnych. Podobnie z ilo$cig biatka HSP90,
podawanie zwierzgtom inhibitora BBG obnizato ilo§¢ tego biatka w poréwnaniu do

guzow kontrolnych (Rycina 4.29).
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Rycina 4.29. Analiza biatek szoku cieplnego w guzach glejaka C6 z wykorzystaniem techniki Western Blott.
A) Ilos¢ biatka HSPA1 w guzach zwierzat kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 —
BBG. Ponizej destytogram przedstawiajacy ilos¢ biatka HSPA1 obliczony wzgledem B-Tubuliny. B) I1o$¢
biatka HSPAS w guzach zwierzat kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 - BBG.
Ponizej destytogram przedstawiajacy ilos¢ biatka HSPAS obliczony wzgledem B-Tubuliny. C) Ilos¢ biatka
HSP90 w guzach zwierzat kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG. Ponizej
destytogram przedstawiajacy ilos¢ biatka HSP90 obliczony wzgledem B-Tubuliny.
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4.26 Wplyw zahamowania aktywnosci receptora P2X7 na fosforylacje

kinaz p38 oraz AKT w guzach glejaka C6

Badania przeprowadzone in vitro, z wykorzystaniem linii komérkowych, wykazatly, ze
receptor P2X7 moze wptywac na fosforylacje, a przez to na aktywnos¢ kinaz p-p38 i
AKT. Dlatego przeprowadzono analiz¢ Western Blot, aktywnosci tych kinaz w guzach
nowotworowych in vivo. W guzach zwierzat traktowanych BBG stosunek
ufosforylowanej formy biatka p38 do formy calkowitej tego biatka byt nizszy niz w
przypadku guzéw zwierzat kontrolnych, traktowanych PBS. W przypadku kinazy AKT,
rowniez, zahamowanie aktywnos$ci receptora P2X7 obnizato stosunek ufosforylowanego

biatka AKT w stosunku do formy catkowitej tego biatka (Rycina 4.30).
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Rycina 4.30. Poziom fosforylacji kinaz p38 i AKT, w guzach kontrolnych traktowanych PBS, oraz guzach
traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG z wykorzystaniem techniki Western Blot. A) Ilo$¢ catkowitej
formy biatka p38 oraz ufosforylowanej formy p38 w guzach kontrolnych oraz traktowanych inhibitorem
receptora P2X7 — BBG. Ponizej destytogram przedstawiajacy stosunek ufosforylowanej formy p38 do formy
catkwoitej. B) [lo$¢ calkowitej formy biatka AKT oraz ufosforylowanej formy AKT w guzach kontrolnych oraz
traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG. Ponizej destytogram przedstawiajacy stosunek
ufosforylowanej formy AKT do formy catkwoitej
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4.27 Wplyw receptora P2X7 na ilo$§¢ wykrywanego markera nowotwo-

rowych komorek macierzystych CD133

Biatko CD133, zwane inaczej promining-1, to glikoproteina wystepujaca na powierzchni
komorek. Jej funkcja nie jest dokladnie znana, jednak dane w literaturze $wiadczg o
zwickszonej ekspresji tego biatka w nowotworowych komodrkach macierzystych. Obok
nestyny 1 SOX2 jest jednym z najczgsciej wykorzystywanym biatkiem do izolacji
komorek macierzystych.

W guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG zaobserwowano
obnizenie o 60% ilosci biatka CD133 w poréwnaniu do guzéw zwierzat kontrolnych

traktowanych PBS (Rycina 4.31).
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Rycina 4.31. Analiza Western Blot ilosci biatka CD133 w kontrolnych guzach nowotworowych
traktowanych PBS oraz inhibitorem receptora P2X7 — BBG. Ponizej analiza densytometryczna ilosci
biatka CD133 znormalizowana wzgledem B-tubuliny.
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4.28 Wplyw receptora P2X7 na produkcje cytokin prozapalnych w su-

rowicy

Wedlug niektérych doniesien BBG moze wplywaé na aktywno$¢ stanu zapalnego.
Dlatego zbadano ilo$¢ cytokin prozapalnych w grupie zwierzat kontrolnych,
traktowanych PBS oraz grupie eksperymentalnej, traktowanej BBG. W surowicy
zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG wykryto podwyzszong ilo$¢
cytokin prozapalnych. Wykryto zwigkszong produkcje interleukin: 11-2 (o 49%), 11-7 (o
30%) oraz I1-17 (70%) w surowicy zwierzat traktowanych BBG. Zaobserwowano
rowniez wzrost ilosci biatka chemoatrakcji limfocytow B (BLC) o 28% w poréwnaniu
do zwierzat kontrolnych, traktowanych PBS. Zaobserwowano rowniez wzrost ilosci
biatka TCA-3 (30%) oraz MIP-1a (110%) w guzach traktowanych BBG. Zahamowanie
aktywnos$ci receptora P2X7 powodowato réwniez wzrost ilosci prozapalnych biatek
takich jak: Eotaksyny-2 (23%), SDF-1 (53%), TNF-a (47%) oraz IFN-y (22%). W
surowicy zwierzat traktowanych BBG wykryto réwniez podwyzszong ilos¢ inhibitora
metaloproteinaz TIMP-1 o 29% wzgledem zwierzat traktowanych PBS (Rycina 4.32).

Wszystkie przedstawione wyniki wykazywaly istotnos¢ statystyczna.

250 I
5=
S =
£ S 200-
:Lg I
m
N = II
© ¢ 1504
Q‘-'
£
£ 3 100+
£ 2
o @ 50
|u -1
‘W
23
O T 1 T 1T T T 1 T T 1T 7T
NS~ OM oS >
T27 4T old za
="PLoREES
= o [
©
(o]
L

Rycina 4.32. Analiza ilo$ci cytokin prozapalnych w surowicy zwierzat traktowanych inhibitorem receptora
P2X7 - BBG. Na wykresie przedstawiono analiz¢ densytograficzng intensywnosci sygnatu luminescencji
badanych biatek, znormalizowanych wzgledem zwierzat kontrolnych. Na wykresie przedstawiono tylko
istotne statystycznie zmiany poziomu cytokin. Przedstawiony wykres zestawia cztery powtorzenia
biologiczne. Na wykresie przedstawiono zmiany, ktore w tescie T-Studenta osiagnety p < 0,05.
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4.29 Wplyw receptora P2X7 na produkcje cytokin prozapalnych w gu-

zie nowotwo rowym

Oprécz surowicy zwierzat traktowanych agonista receptora P2X7 — BBG zbadano
réwniez ilo$¢ cytokin prozapalnych w guzach nowotworowych. W guzach z obnizong
aktywnoscig receptora P2X7 zaobserwowano obnizenie ilo$ci biatka b7-2/cd87 o okoto
51% wzgledem kontroli. Rowniez w guzach traktowanych BBG obserwowano obnizong
ilos¢ I-CAM1 o 19%. Inhibicja aktywnos$ci receptora P2X7 réwniez wplywata na ilos¢
cytokin prozapalnych takich jak MCP-1 (obnizenie poziomu o 45%) oraz RAGE
(obnizenie o 72%). Wykryto réwniez obnizenie ilo$¢ inhibitora metaloproteinaz TIMP-1
0 59% wzgledem kontroli (Rycina 4.33). Wszystkie przedstawione wyniki wykazywaty

istotno$¢ statystyczng.
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Rycina 4.33. Analiza ilosci cytokin prozapalnych w guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora
P2X7 - BBG. Na wykresie przedstawiono analiz¢ densytograficzng intensywnos$ci sygnatu luminescencji
badanych biatek, znormalizowanych wzgledem zwierzat kontrolnych. Na wykresie przedstawiono tylko
istotne statystycznie zmiany ilosci cytokin. Przedstawiony wykres zestawia wartosci z czterech powtorzen
biologicznych. Na wykresie przedstawiono zmiany, ktore w tescie T-Studenta osiagnety p < 0,05.
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4.30 Wplyw P2X7 na ilos¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu w gu-

zach nowotworowych

Po otrzymaniu wynikéw, wskazujacych na zaangazowanie receptora P2X7 w regulacje
odpowiedzi uktadu immunologicznego w guzach nowotworowych i surowicy, zbadano
wpltyw tego receptora na ilo$¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu. Syntaza ta byta
wykrywalna we wszystkich guzach glejaka C6. Jednak w guzach traktowanych
inhibitorem receptora P2X7 — BBG, ilo§¢ tego biatka byla znacznie obnizona w

porownaniu do guzéw kontrolnych, traktowanych PBS (Rycina 4.34).

S & B & & p-tubulina
PBS BBG

Rycina 4.34 Analiza Western Blot ilo$¢i indukowalnej syntazy tlenku azotu w kontrolnych guzach
nowotworowych traktowanych PBS oraz traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG.

4.31 Wplyw aktywnoSci receptora P2X7 na frakcje komérek FOXP3

pozytywnych w guzie nowotworowym

FOXP3 jest czynnikiem transkrypcyjnym wystepujacym w komoérkach nowotworowych
oraz komorkach uktadu immunologicznego, ktorego ekspresja powoduje zahamowanie
odpowiedzi uktadu odpornosciowego, poprzez zmniejszenie populacji limfocytow T.
Dzieje si¢ tak poniewaz limfocyty T regulatorowe wydzielajg cytokiny
immunosupresyjne i adenozyn¢ do $rodowiska zewnatrzkomoérkowego oraz posiadaja
hamujace antygeny powierzchniowe. Jako ze guzy glejaka wielopostaciowego
charakteryzuja si¢ r6znego rodzaju defektami odpowiedzi immunologicznej, logicznym
wydawato si¢ zbadanie czy aktywno$¢ receptora P2X7 moze ksztattowaé odpowiedz
immunologiczng poprzez zmiang¢ ilosci komorek FOXP3 pozytywnych w §rodowisku
guza. Przeprowadzona analiza cytometryczna wykazala, Zze w guzach zwierzat
kontrolnych, traktowanych PBS, odsetek komérek FOXP3 pozytywnych wynosit okoto
44%. Natomiast w guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 — BBG,
zaobserwowano istotne statystycznie obnizenie do 1% komoérek FOXP3 pozytywnych

(Rycina 4.35).
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Rycina 4.35. Wplyw zahamowania receptora aktywnos$ci P2X7, na ilo$¢ komérek FOXP3 pozytywnych w
guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 - BBG. Istotno$¢
statystyczna zostata wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmian¢ uznawano za istotna
statystycznie gdy, p < 0,01 (**).

4.32 Wplyw inhibicji receptora P2X7 na frakcje komorek CD68 pozy-
tywnych

Zbadano rowniez frakcje komoérek CD68 pozytywnych w guzach nowotworowych.
Marker CD68 lokalizuje si¢ na powierzchni komodrek uktadu odporno$ciowego —
makrofagdéw przez co po liczbie komdrek CD68 pozytywnych mozemy okresli¢ liczbe
makrofagdw powigzanych z guzem. We wszystkich guzach wykryto komoérki CD68
pozytywne. W guzach zwierzat kontrolnych traktowanych PBS, wykryto 84% komorek
CD68 pozytywnych. W guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 —
BBG, frakcja wykrytych komoérek zmniejszyta si¢ do 31%. Otrzymana r6znica, pomigdzy
guzami kontrolnymi, a traktowanym BBG byta istotna statystycznie na poziomie p<0,01

(Rycina 4.36).
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Rycina 4.36. Wpltyw zahamowania receptora aktywnosci receptora P2X7, na frakcj¢ komorek CD68
pozytywnych w guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7
- BBG. Istotno$¢ statystyczna zostata wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmian¢ uznawano
za istotng statystycznie gdy p < 0,01 (**).

4.33 Wplyw obnizenia aktywnosSci receptora P2X7 na zawartosé¢ ATP

W guzie nowotworowym

Badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii komoérkowych glejaka C6 wykazaty
wplyw aktywnosci receptora P2X7 na ilos¢ ATP, wydzielanego do pozywki hodowlane;.
Wynik otrzymany z kultury in vitro spowodowat che¢ sprawdzenia czy receptor P2X7
moze stymulowaé zwiekszone wydzielanie ATP w guzie nowotworowym, a przez to
pozytywne sprzezenie zwrotne. ATP bytlo wykrywane zarowno w guzach zwierzat
kontrolnych traktowanych PBS jak i guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora
P2X7 — BBG. Jednak stezenie ATP w guzach z zahamowanym receptorem byto nizsze o
75% w porownaniu do guzoéw kontrolnych. Otrzymany wynik byl istotny statystycznie

na poziomie p<0,01 (Rycina 4.37).
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Rycina 4.37. Wptyw zahamowania aktywnosci receptora P2X7 na stezenie ATP w guzach kontrolnych,
traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 - BBG. Istotno$¢ statystyczna zostata
wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Zmian¢ uznawano za istotng statystycznie gdy, p < 0,01

4.34 Wplyw receptora P2X7 na réwnowage oksydoredukcyjna w guzie
— pomiar utlenionego glutationu oraz aktywnosci dysmutazy po-

nadtlenkowej

W celu zbadania czy receptor P2X7 moze wpltywaé na gospodarke wolnorodnikowa
wewnatrz guza przeprowadzono pomiar ilosci glutationu catkowitego oraz glutationu
utlenionego. Glutation pelni role zwigzku redukujacego wolne rodniki w komodrkach
zywych. Przez pomiar stosunku glutationu utlenionego do catkowitego mozna posrednio
okresli¢ intensywnos$¢ wytwarzania wolnych rodnikow w tkance. W kontrolnych guzach
nowotworowych, zwierzat traktowanych PBS, stosunek glutationu utlenionego do
catkowitego wynosit 75%. Guzy zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7
wykazywaly nizszy stosunek glutationéw na poziomie 62%. Roznica pomiedzy grupa

kontrolg, a traktowang byta istotna statystycznie na poziomie p<0,01 (Rycina 4.38).
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Rycina 4.38. Wplyw zahamowania aktywnosci receptora P2X7, na stosunek glutationu utlenionego i
catkowitego, w guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 -
BBG. Istotno$¢ statystyczna zostata wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Za istotng statystycznie
zmiang uznawano gdy p < 0,01 (**).

Oprocz utleniania glutationu, zbadano rowniez aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) w guzach zwierzat kontrolnych oraz traktowanych BBG. Dysmutaza
ponadtlenkowa to enzym z grupy oksydoreduktaz, ktéry katalizuje dysmutacje
anionorodnika ponadtlenkowego, bedacego jednym z ubocznych produktéw aktywnosci
mitochondrialnej. W guzach zwierzat kontrolnych aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowe;j
wynosita 95% 1 byla wyzsza niz w guzach zwierzat traktowanych BBG, w ktérych
aktywnos$¢ wynosita 88%. Otrzymana, niewielka roznica, byla istotna statystycznie na

poziomie p<0,01 (Rycina 4.39).
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Rycina 4.39. Wplyw zahamowania receptora aktywnos$ci receptora P2X7 na aktywno$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej w guzach kontrolnych, traktowanych PBS, oraz guzach traktowanych inhibitorem P2X7 -
BBG. Istotnos¢ statystyczna zostata wyliczona z wykorzystaniem testu t-Studenta. Za istotng statystycznie
zmiang uznawano gdy p < 0,01 (**).
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Receptor P2X7 jest kationowym kanalem jonowym otwieranym przez
zewnatrzkomorkowe ATP. Aktywowany, prowadzi do naptywu jondéw wapnia do
cytoplazmy komorki. Dtuga stymulacja receptora moze prowadzi¢ do otwarcia wielkiego
pora w btonie komoérkowej i w rezultacie do $mierci komorki. Biatko receptora jest
rozpowszechnione w wielu typach komoérek, zaréwno prawidlowych jak i1
nowotworowych, jednak jego rola w komoérkach zmienionych nowotworowo jest
niejednoznaczna. Istnieje szereg doniesien méwigcych o pozytywnym wptywie na rozwoj
nowotworow oraz roéwnie liczne, stawiajace teze przeciwng, o hamowaniu rozwoju

nowotworow przez aktywnos$¢ tego receptora.

5.1 Analiza ekspresji genéw kodujacych receptory nukleotydowe w

komorkach glejaka wielopostaciowego

Ekspresja receptoréw nukleotydowych byla analizowana przez wielu badaczy w
komorkach prawidlowych 1 nowotworowych. Jednak najmniej danych o ekspres;ji
receptoréw z rodziny P2 pochodzito z komorek glejaka wielopostaciowego. Dlatego w
pierwszej kolejnosci zbadano ekspresj¢ receptoréw z rodziny P2X oraz P2Y w ludzkich
liniach komoérkowych glejaka wielopostaciowego. Przeprowadzone badania wykazaty
obecnos$¢ wszystkich transkryptéw receptoréw z rodziny P2X w ludzkich liniach. Co
wigcej w badanych liniach zaobserwowano réwniez transkrypty receptorow z rodziny
P2Y. Do momentu rozpoczgcia badan, zawartych w tej pracy, informacje na temat
ekspresji  receptorow  nukleotydowych w  glejaku  wielopostaciowym  byty
fragmentaryczne, za§ w literaturze mozna bylo znalez¢ glownie informacje o ekspresji
tych receptoréw w modelach zwierzgcych glejakow (Sabata 1 wsp., 2001; Krzeminski i
wsp., 2007; Wei 1 wsp., 2008; Tamajusuku i wsp., 2008), a dane z komodrek ludzkich
ograniczaty si¢ tylko do pojedynczych linii takich jak U-251 oraz M059J (Braganhol 1
wsp., 2015; Gehring 1 wsp., 2015).

W  komorkach ssakow wystepuje duza liczba receptorow nukleotydowych,
odpowiadajacych na te same ligandy i wywotujaca rézne odpowiedzi fizjologiczne. Taka
sytuacja rodzi problemy w badaniach z wykorzystaniem agonistow 1 antagonistow.
Zewnatrzkomorkowe ATP pobudza wszystkie receptory z rodziny P2X, a bogactwo
ektonukleaz na powierzchni blony komorkowej powoduje rozktad tego nukleotydu do

ADP i AMP, ktore moga pobudza¢ kolejne receptory. Rownie trudne jest wykorzystanie
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syntetycznych agonistow i antagonistow receptoréw z rodziny P2. Wynika to z niskiej
selektywnosci oraz stabej dostepnosci handlowej inhibitoréw bardziej specyficznych. Do
czes$ci receptorow z rodziny P2X uzywano tych samych agonistow w réznych stezeniach
(North i Jarvis, 2013). W literaturze mozemy rowniez znalez¢ doniesienia o interakcjach
agonistow receptorow z rodziny P2X, z receptorami z rodziny P2Y (Suptat-Wypych i
wsp., 2010).

Podsumowujac, ludzkie linie glejaka wielopostaciowego sg bogate w receptory z rodziny
P2, dlatego planujac badania z wykorzystaniem tych linii nalezy starannie wybierac
zwigzki pobudzajace i hamujace kazdy z badanych receptorow lub przeprowadzi¢
obnizenie ekspresji genu kodujacego dany receptor, aby bada¢ efekty pochodzace tylko

od tego jednego receptora.

5.2 Ekspresja i funkcjonalnosé receptora P2X7 w ludzkich liniach

glejaka wielopostaciowego

We wszystkich badanych liniach wykryto transkrypty oraz biatko receptora P2X7, jednak
ich ilo$¢ réznita si¢, w zaleznosci od badanej linii. Najwiecej biatka P2X7 wykrywano w
komorkach U-87, a najmniej w linii U-251, jednak ilo$¢ tego biatka byla zawsze znaczaco
nizsza niz w modelowe;j linii glejaka szczura C6. Podobne porownanie poziomu ekspresji
mozna znalez¢ w literaturze. Linia mysiego glejaka GL261 charakteryzowata si¢ wieksza
syntezg biatka P2X7 niz linia ludzkiego glejaka M059J (Gehring i wsp., 2015). Co wigce]
analiza danych pochodzacych z macierzy, zawarta w pracy Matysniak 1 wsp., 2021,
wykazywata obnizong ekspresj¢ genéw kodujacych receptor P2X7 w glejaku IV stopnia,
w poréwnaniu do tkanek normalnych oraz guzow I, 11 1 I1I stopnia. To znaczace obnizenie
ekspresji genu kodujacego P2X7, w poréwnaniu do prawidtowych tkanek lub guzoéw o
nizszym stopniu zto§liwo$ci mozna tlumaczy¢ hipermetylacja gendéw kodujacych
receptor P2X7 w ludzkich glejakach IV stopnia (Liu i wsp., 2017). Jedyna ludzka linig
wytamujacg si¢ z tego schematu jest linia U-87. Jednak badania przeprowadzone przez
Allena 1 jego grupe badawcza, z ktérej pochodzi ta linia, wykazaly prawdopodobng
pomytkowa, zamiang¢ linii podczas deponowania jej w banku komoérkowym. Aby
potwierdzi¢, ze w przedstawionych badaniach uzyto innej linii komorkowe;,
przeprowadzono sekwencjonowanie charakterystycznych genéw mitochondrialnego
DNA wedlug Allen 1 wsp., 2016 1 potwierdzono t¢ hipoteze. Badania zawarte w pracy

Matys$niak i wsp., 2020, wykazaty, Zze linia U-87 rozni sie znacznie od innych linii
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glejakow 1 zostata wyeliminowana z dalszych badan. To nieznane pochodzenie linii moze
réwniez thumaczy¢ réznice w ilosci wykrywanego biatka P2X7, gdyz podwyzszona ilos¢
transkryptow receptora P2X7 jest charakterystyczna dla astrocytomy II lub III stopnia na
co wskazuje analiza macierzy wykonanej z wykorzystaniem danych od pacjentow
(Matysniak i wsp., 2021).

Po zbadaniu intensywnosci syntezy receptora P2X7 w wymienionych wyzej liniach
glejaka wielopostaciowego przeprowadzono badania majgce na celu opisanie
funkcjonalno$¢ tego receptora. W pierwszej kolejnosci zbadano wplyw stymulacji
syntetycznym agonistg receptora P2X7 — BzATP na pojawienie si¢ sygnatu wapniowego
w komorkach szczurzego glejaka C6 oraz ludzkich linii U-251 i U-138. Intensywnos$ci
sygnatu wapniowego w badanych liniach byly rozne, jednak nie mozna znalezé
systematycznej zalezno$ci pomiedzy iloscig receptora P2X7, a sygnalem wapniowym
wywolywanym przez pobudzenie tego receptora. Najsilniejszag odpowiedz wapniowa
obserwowano w linii C6, a najstabsza w linii U-138. Co ciekawe linig o najnizszej ilo$ci
biatka P2X7 byla linia U-251, w ktorej obserwowano nierowny sygnal wapniowy.
Podobne wyniki uzyskata grupa badawcza Drill’a. W linii U-251 zaobserwowali sygnat
wapniowy po stymulacji BZATP. Sygnal ten mogt zosta¢ obnizony przez selektywny
inhibitor AZ10606120, co moze $§wiadczy¢ o pochodzeniu tego sygnatu ze stymulacji
P2X7. Réznice w intensywnos$ci sygnatu wapniowego, wstepujace pomi¢dzy liniami U-
251 1 U-138, moga $wiadczy¢ o wstgpowaniu alternatywnych wariantéw sktadania w
genach kodujacych P2X7. Badania prowadzone rownolegle przez inne grupy badawcze,
wykazaty, ze w komorkach linii U-138 wystepuje tylko jeden wariant sktadania - P2X7B
(Bergamin i wsp., 2019), ktory moze charakteryzowac si¢ stabszg aktywno$cia kanatu niz
wariant P2X7A. Co wigcej w tej samej grupie badawczej przeprowadzono eksperyment
polegajacy na wprowadzeniu do linii U-138 genu kodujacego receptor P2X7A co
spowodowato przywrocenie sygnatu wapniowego w komorkach tej linii. Sygnat
wapniowy pojawiajacy si¢ w linii szczurzego glejaka C6 réwniez byl obiektem
intensywnej dyskusji pomigdzy grupami badawczymi. Czgs$¢ badaczy postulowata, ze
sygnat wapniowy po podaniu BzATP pochodzi od receptora P2X7 (Wei i wsp., 2008),
natomiast inni postulowali, ze obserwowany sygnat pochodzi od stymulacji receptora
P2Y?2 (Suptat-Wypych 1 wsp., 2010) lub od innego kanatu jonowego nie nalezacego do
rodziny receptorow nukleotydowych (Norenberg i wsp., 2016). Jednak w Zadnej z tych
prac nie wykorzystano metod inZynierii genetycznej do obnizenia ilo$ci biatka P2X7 i

zbadania czy sygnat ten rzeczywiscie pochodzi od kanatu. Tego typu eksperyment jest
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kluczowy w celu okreslenia funkcjonalnosci tego receptora i zostat wykonany podczas
tworzenia tej pracy. Dyskusja tych wynikéw zostata zawarta w kolejnych rozdziatach.

Oproécz aktywnosci kanatlowej w komorkach glejakow, zbadano rowniez tworzenie przez
biatko receptora P2X7 pora w blonie, umozliwiajacego przenikanie duzych czasteczek
barwnikow, takich jak jodek propidyny. Przeprowadzone badania wykazaty zwigkszone
wnikanie jodku propidyny po stymulacji receptora P2X7 w dwodch liniach komorkowych:
glejaku C6 szczura oraz ludzkim glejaku U-251. W linii U-138 nie zaobserwowano
zadnej r6znicy we wnikaniu barwnika. Zdolno$¢ do tworzenia pora w glejaku szczura C6
byla ponownie przedmiotem dyskusji pomigdzy grupami badawczymi. Jedna z nich
postulowata, ze w komorkach glejaka C6 tworzy si¢ por (Wei 1 wsp., 2008), w drugiej
grupie natomiast nie zaobserwowano tworzenia si¢ masywnego pora i zwigkszenia ilo$ci
przenikania jodku propidyny w tych komorkach (Suptat-Wypych 1 wsp., 2010). Nalezy
jednak zauwazy¢, ze do weryfikacji wnikania jodku propidyny zastosowano rézne
metody badawcze. W grupie Wei byta to metoda spektrofotometryczna polegajaca na lizie
komoérek po stymulacji przez BzATP 1 pomiarze intensywnosci fluorescencji
uwolnionych barwnikéw, natomiast metoda zastosowana w pracy Suptat-Wypych to
zliczanie komorek do ktérych wniknal jodek propidyny. W celu wyeliminowania tych
réznic w niniejszej pracy postanowiono przeprowadzi¢ taki sam pomiar wnikania jodku
propidyny jak w pracy Wei. Otrzymane wyniki wykazaly wnikanie jodku propidyny do
komorek glejaka C6, jednak réznice w intensywnosci fluorescencji byly zdecydowanie
nizsze niz u Wei przy uzyciu takich samych stezen agonista receptora. W pracy Wei
wykazano wzrost intensywnos$ci fluorescencji o 100% po stymulacji BzATP, w
przeciwienstwie do wynikow otrzymanych w niniejsze] pracy, gdzie wzrost
intensywnosci fluorescencji wynosit 20%, w pordwnaniu do kontroli. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze bardziej prawdopodobny jest wynik obserwowany w pracy Suptat-Wypych,
gdzie pojawienie si¢ komorkowego pora obserwowano tylko w pojedynczych komorkach.
Zwigkszona intensywnos¢ pobierania jodku propidyny zostala zaobserwowana réwniez
w linii U-251. Wynik ten byl nizszy niz w przydatku komorek szczurzego glejaka C6,
lecz wyzszy niz w komorkach ludzkiego glejaka U-138. W piSmiennictwie mozemy
znalez¢ informacje o formowaniu pora komérkowego w liniach glejaka U-251 1 U-138,
jednak zawarte tam wyniki nie umozliwiajg porownania pomiedzy tymi liniami (Gehring
1 wsp., 2012). Zupely brak pobierania jodku propidyny po stymulacji receptora P2X7
byt obserwowany w ludzkiej linii U-138. Wynik ten, tak jak w przypadku sygnatu

wapniowego, moze zostaé wyjasniony wstgpowaniem alternatywnych wariantow
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sktadania. W linii U-138, Bergamin, wykryta w tej linii izoform¢ receptora P2X7B,
charakteryzujacg si¢ stabszg odpowiedzig wapniowa oraz zahamowaniem zdolnosci do
tworzenia pora komoérkowego. Wiaze si¢ ona ze skroceniem produkowanego biatka o
fragment karboksylowy, ktéry w powszechnej opinii odpowiada za tworzenie pora
komorkowego (Feng i wsp., 2006; Adinolfi i wsp., 2010). Powoduje to uposledzenie
funkcji tworzenia tej struktury (Cheewatrakoolpong 1 wsp., 2005), co hamuje
proapoptotyczny charakter tego receptora. Alternatywny wariant sktadania P2X7J, ktory
koduje niefunkcjonalny receptor P2X7, moze rowniez powodowaé niewrazliwos¢
komorek na ATP. Co wigcej wariant tego receptora moze wchodzi¢ w interakcj¢ z innymi
wariantami skladania receptorow np., P2X7A, powodujac powstanie niefunkcjonalne;j
formy heterooligomeru (Feng i wsp., 2006).

Podsumowujac, w dwdch badanych liniach zaobserwowano tworzenie komorkowego
pora po stymulacji receptora P2X7, nalezy jednak zauwazy¢, ze intensywno$¢ wnikania
jodku propidyny jest znaczaco nizsza, niz w przypadku innych komérek z aktywnym

P2X7 (Suh 1 wsp., 2001; Suptat-Wypych 2010; Young i wsp., 2012).

5.3 Wplyw aktywacji receptora P2X7 na $Smier¢ komorek glejakow

Po wykryciu zwigkszonego pobierania jodku propidyny w komodrkach szczurzego glejaka
C6 oraz ludzkiego glejaka U-251, przeprowadzono analiz¢ zmian morfologicznych
komorek oraz typow wystepujacych §mierci komorkowych. Aktywacja receptora P2X7
nie wptywata na morfologiczne zmiany komorek zadnego z badanych glejakow. Gdyby
stymulowane komorki zostaly wprowadzone na ktérg$s z drog $mierci komorkowe;j
powinny pojawi¢ si¢ pecherzyki §wiadczace o rozpoczeciu procesu apoptozy (Verhoef i
wsp., 2003; Mackenzie 1 wsp., 2005). Jako Ze zmiana morfologii nie jest dobrym
wyznacznikiem indukcji $mierci komorkowej przeprowadzono dwa kolejne, niezalezne
testy: wykrywanie dehydrogenazy mleczanowej uwolnionej do pozywki hodowlanej oraz
cytometryczny test na apoptoze¢ wykorzystujacy przylaczanie znakowanej aneksyny V do
komorek apoptotycznych. Przeprowadzone testy nie wykazaty zadnych zmian w liczbie
zywych komoérek. Dhlugotrwata stymulacja receptora P2X7 nie powodowata $mierci
komorkowej. W literaturze mozna znalez¢ dane o zwigkszonej $mierci komoérkowej po
stymulacji receptora P2X7 tylko dla mysiej linii glejaka GL261 oraz ludzkiej linii M059J
(Tamajusuku 1 wsp., 2010; Gehring 1 wsp., 2012). Zdecydowanie wigksza liczba badan,

przeprowadzonych na innych liniach komorkowych nowotworow, wskazuje na brak
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wystgpowania $mierci komorkowej po stymulacji receptora P2X7 (Morrone i wsp., 2005;
Bergamin i wsp., 2019). Brak objawow $mierci komorkowej po stymulacji receptora
P2X7 moze by¢ thumaczony wystgpowaniem alternatywnych wariantow sktadania genu
kodujacego ten receptor co zostato juz wspomniane wczesniej, podczas omawiania

powstawania pora komorkowego.

5.4 Wplyw aktywacji receptora P2X7 na intensywnos$¢ podzialéw ko-

morek glejaka wielopostaciowego

Jako ze w badanych liniach komorkowych nie wykryto Zadnego rodzaju $mierci
komorkowej, postanowiono zbada¢ czy aktywacja receptora P2X7 moze wplywaé na
zwigkszong intensywnos$¢ podziatow w badanych liniach. Istnieje wiele doniesien
wskazujacych na role tego receptora jako czynnika stymulujacego podziaty komoérkowe
w niektoérych nowotworach (Choi 1 wsp., 2018; Cicko i wsp., 2019; Park 1 wsp., 2019).
Jednak w komorkach glejaka wielopostaciowego wystepuje wiele niejasnosci. Badania
przedstawione w niniejszej pracy wykazaly zwigkszong proliferacje tylko w linii
szczurzego glejaka C6, natomiast w przypadku ludzkich glejakow, nie zaobserwowano
zadnej istotnej statystycznie réznicy w intensywnosci podziatow po aktywacji receptora
P2X7. W ludzkiej linii U-251 zaobserwowano niestatystyczne obnizenie aktywnosci
metabolicznej po podaniu BBG. Podobne wyniki mozna odnalez¢ w dostgpnej literaturze.
Inhibicja receptora P2X7, powodowata nieistotne statystycznie obnizenie aktywnoS$ci
metaboliczne] receptora P2X7, a dopiero zastosowanie inhibitora nowej generacji,
AZ10606120, obnizyto intensywnos¢ proliferacji komorek w sposob istotny statystycznie
(Kan i wsp., 2020). Dane literaturowe wskazuja rowniez na podobny schemat odpowiedzi
linii U-138: stymulacja nie wplywala na zwigkszong proliferacj¢, jednak podanie
inhibitora ludzkiego receptora P2X7 — A740003, obnizalo intensywnos$¢ proliferacji
komorek, jednak otrzymany wynik byl nieistotny statystycznie. W opozycji do wynikow
przedstawionych w powyzszych zrddtach oraz niniejszej pracy, stojg wyniki uzyskane w
grupie badawczej Ji. W opublikowanej pracy pokazuja znaczacy wplyw aktywnos$ci
receptora P2X7 na proliferacje komodrek. Co wiecej pokazuja rowniez, ze BBG moze
skutecznie obnizy¢ czestotliwo$¢ podziatow w linii U-251 (Ji 1 wsp., 2018).
Rozbieznosci w przedstawionych wynikach mozna wytlumaczy¢ zastosowaniem linii U-

251 pochodzacej z innego banku komorkowego.
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Zwigkszona i istotna statystycznie aktywno$¢ metaboliczna w linii szczurzego glejaka C6,
spowodowata zwigkszone zainteresowanie tym modelem w niniejszej pracy. W pierwszej
kolejnosci potwierdzono zwiekszong intensywno$¢ podziatow innym testem niz MTS,
ktory jest testem aktywno$ci metabolicznej 1 nie zawsze podwyzszony sygnat musi
oznacza¢ zwickszong liczbg komorek (Liu i wsp., 1997). Do potwierdzenia zwigkszone;j
proliferacji wykorzystano barwienie jader komodrkowych sonda Hoechst 33342, a
nastepnie zliczenie intensywnos$ci fluorescencji z wykorzystaniem czytnika ptytek.
Przeprowadzone badanie potwierdzito, ze aktywacja receptora P2X7 moze powodowac
intensyfikacj¢ podziatéw komoérkowych. Otrzymane wyniki jasno wskazuja, ze podanie
komorkom glejaka C6 syntetycznego agonisty receptora P2X7 - BzZATP, moze wptywac
na proliferacj¢. Jednakze istnieja doniesienia literaturowe, wskazujace na stymulacje
innych receptoréw przez BzATP, np. P2Y2 (Suptat-Wypych 1 wsp., 2010). Dlatego aby
uzyska¢ informacj¢ czy efekt zintensyfikowania podziatow komorkowych pochodzi od
P2X7, przeprowadzono doswiadczenia z malym interferujacym RNA, skierowanym
przeciwko receptorowi P2X7. Obnizenie ilosci P2X7 w komoérkach glejaka C6 znaczaco
wptywalo na proliferacje dlugoterminowa, co sugeruje wplyw receptora P2X7 na
intensyfikacje podzialdow komorkowych. Podsumowujac, przedstawione w niniejszej
pracy badania oraz dane zawarte w literaturze §wiadczg o stymulacji proliferacji komorek

C6 po aktywacji receptora P2X7.

5.5 Wplyw aktywnosci receptora P2X7 na przezywalnos¢ komorek
glejaka wielopostaciowego po traktowaniu lekami cytostatycz-

nymi

Przeprowadzone badania, ktore wykazaty zwigkszong proliferacj¢ komorek glejaka C6,
spowodowaty zainteresowanie wptywem aktywacji lub zahamowania receptora P2X7 na
przezywalno$¢ komorek podczas terapii opartej na lekach cytostatycznych takich jak
karmustyna (BCNU) oraz temozolomid, nacelowanymi na intensywnie dzielace si¢
komorki (Friedman i wsp., 2000; Xiao i wsp., 2020). Przeprowadzone badania z
wykorzystaniem linii glejaka C6 wykazaty stymulujagcy wptyw BzATP na aktywnos$¢
metaboliczng komoérek po traktowaniu karmustyng. Co wigcej zahamowanie receptora
P2X7 w komorkach szczurzego glejaka C6, przez inhibitor BBG powodowato obnizong
przezywalnos¢ komorek po traktowaniu przez leki cytostatyczne, takie jak karmustyna

oraz temozolomid. Wspdlna inkubacja z antagonista P2X7 oraz cytostatykiem byta
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efektywniejsza, niz w przypadku zastosowania samego cytostatyku. W literaturze
mozemy znalez¢ duzo doniesien o wyzwalaniu do S$rodowiska guza
zewnatrzkomorkowego ATP w trakcie terapii przeciwnowotworowej (Martins 1 wsp.,
2009; Kojima i wsp., 2017). Uwolnione do §rodowiska guza ATP dziata jako alarminy,
ktore stymuluja aktywnos$¢ réznych receptoréw, w tym receptorow nukleotydowych
(Krysko i wsp., 2013). W badaniach z wykorzystaniem linii mysiego glejaka GL261
wykazano pozytywny wptyw aktywnos$ci receptora P2X7 na terapi¢ z wykorzystaniem
radioterapii. Guzy z obnizong ilo$cig receptora P2X7 stabiej odpowiadaly na radioterapie,
natomiast te z normalng ilo$cig tego receptora byty leczone w sposob efektywniejszy.
Taka sama odpowiedz zaobserwowano w ludzkiej linii glejaka M059J, aktywny receptor
P2X7 wplywal na zwigkszong efektywnos$¢ radioterapii (Gehring i wsp., 2015). Nalezy
jednak zauwazy¢, ze dlugotrwata stymulacja receptora P2X7 w liniach GL261 oraz
MO059J, powoduje zwigkszong $miertelnos¢ komoérek poprzez otwarcie pora
komorkowego. W liniach komoérkowych badanych w niniejszej pracy zaobserwowali§my
tworzenie si¢ pora komodrkowego i1 zwiekszony pobor jodku propidyny, jednak nie
powodowato to §mierci komorkowej. Dlatego mozliwo$¢ formowania pora przez receptor
P2X7 moze by¢ czynnikiem predykcyjnym w odpowiedzi komorek glejaka na
radioterapie.

W odniesieniu do wptywu aktywacji receptora P2X7 na skuteczno$¢ chemioterapii dane
literaturowe sg fragmentaryczne, do tej pory poréwnywano tylko efektywnosé
cytostatykow, takich jak temozolomid i inhibitoréw receptora P2X7 (Kan i wsp., 2020).
Badania przeprowadzone przez grupe Kan’a wykazaly, ze inhibitory receptora P2X7
nowej generacji moga by¢ skuteczniejsze w hamowaniu podziatow komorek glejaka
wielopostaciowego, niz standardowo stosowany w terapii temozolomid. W niniejszej
pracy, oprocz badan na linii glejaka szczura C6, przeprowadzono rowniez badania z
wykorzystaniem ludzkich linii LN-229, U-251 oraz U-138. Jako inhibitor zastosowano
KN-62 o silnym powinowactwie do ludzkiego wariantu P2X7. Przeprowadzone badania
wykazaly znaczacy spadek liczby komorek po traktowaniu kombinacja leku
cytostatycznego oraz inhibitora P2X7, w pordwnaniu do komorek kontrolnych, oraz
traktowanych samym cytostatykiem. Co ciekawe linia U-138, ktora nie uruchamiata
sygnalu wapniowego po stymulacji receptora P2X7 ani nie wykazywata objawow
powstawania pora blonowego, wykazywata tendencje do zwickszania ilosci
umierajacych komorek, jednak nie byta to zmiana istotna statystycznie. Moze to

wskazywac na fakt, ze receptor w tych komorkach, jest niefunkcjonalny lub jest go za
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matlo, aby mie¢ znaczacy wpltyw na przezywalno$¢ tych komoérek. Jak juz wspomniano
wczesniej, chemioterapia wptywa na zwigkszone wydzielanie ATP do S$rodowiska
zewnatrzkomorkowego, co moze powodowac stymulacje receptorow nukleotydowych,
w tym receptora P2X7. Co wigcej istniejg doniesienia, wskazujace na znaczacg role
samego receptora P2X7 w wydzielaniu ATP w wyniku jego aktywacji (Suadicani i wsp.,
2006; Amoroso i wsp., 2016). Moze to powodowac powstanie dodatniego sprze¢zenia
zwrotnego, ktore moze aktywowaé proprzezyciowe Sciezki sygnalowe w glejakach,
traktowanych cytostatykami. Dlatego zablokowanie receptora P2X7 moze korzystnie
wplywaé na zmniejszong intensywnos$¢ podziatow oraz przezywalnos¢ komorek glejaka.
W celu weryfikacji tego zagadnienia, zbadano $ciezki sygnatowe, zwigkszajace
przezywalnos¢ komoérek glejaka C6. W pierwszej kolejnosci zbadano ilosci bialek szoku
cieplnego. Stymulacja przez BzATP wywolata znaczacy wzrost wykrywanej ilosci biatka
HSPA1 oraz HSPAS. Biatka szoku cieplnego to biatka opiekuncze petniace role w
zwickszonej przezywalnosci komoérek w odpowiedzi na stres proteotoksyczny.
Doniesienia literaturowe wskazuja na znaczacg role biatek z tej rodziny na zwigkszenie
ztosliwosci glejaka wielopostaciowego (Iglesia 1 wsp., 2019). W komorkach glejaka C6,
HSPA1 wplywato na zmniejszenie agregacji biatka GAPDH, po stresie oksydacyjnym
wywolanym przez chemoterapeutyki (Lazarev 1 wsp., 2016). Inne badania
przeprowadzone z wykorzystaniem linii szczurzego glejaka wykazaty znaczacy wplyw
biatka HSPA1 na oporno$¢ tych komorek na dziatanie doksorubicyny (Lazarev i wsp.,
2018). Powyzsze dane literaturowe, wskazuja, ze podwyzszenie ilosci biatka HSPAT po
stymulacji P2X7, moze wptywac¢ na efektywnos¢ terapii. Roéwniez w przypadku biatka
HSPAS, mozemy znalez¢ liczne doniesienia o pozytywnej funkcji tego biatka w rozwoju
nowotworu (Lee 1 wsp., 2008; Kang i wsp., 2016; Liu i wsp., 2020). Istnieja doniesienia,
gdzie wykazana jest korelacja pomiedzy podwyzszong iloscig biatka HSPAS, a
zwigkszeniem populacji nowotworowych komorek macierzystych (Pefiaranda-Fajardo 1
wsp., 2019). Co ciekawe po stymulacji receptora P2X7, oproécz podwyzszonej ilosci
wykrywanego bialka HSPAS, obserwowano réwniez wzrost poziomu markera
nowotworowych komorek macierzystych — CD133. Nowotworowe komorki macierzyste
to populacja, komoérek nowotworowych charakteryzujacych si¢ cechami komorek
pluripotencjalnych (Sampetrean 1 wsp., 2013). Istnieje wiele doniesien o korelacji
pomiedzy ilo$cig biatka CD133, a opornoscia komorek glejaka na leki cytostatyczne oraz
radioterapi¢ (Angelastro i wsp., 2010; Cho i wsp., 2011; Brown i wsp., 2017; Han i wsp.,

2017). Moze to ttumaczy¢ obserwowane zwigkszenie przezywalnosci komoérek glejaka
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po aktywacji receptora P2X7 oraz analogicznie, obnizenie przezywalnosci tych komorek
po traktowaniu agonista receptora P2X7. Oprocz podwyzszenia ilosci bialek
opiekunczych oraz biatek zwigzanych z macierzystoscia komorek, w najbardziej
ztosliwych formach glejaka wielopostaciowego wystepuje hiperaktywacja kinaz z
rodziny MAPK i AKT. Jedna z intensywniej badanych pod katem wykorzystania w terapii
glejaka wielopostaciowego jest kinaza biatkowa B, zwana inaczej kinazg AKT
(Mejewska 1 Szeliga, 2017). Kinaza ta, nadprodukowana w glejaku wielopostaciowym,
wplywa na takie parametry komorek jak: podwyzszenie liczby podziatéw komorkowych,
zwickszong oporno$¢ na chemoterapeutyki oraz intensyfikacje migracji komorek (Koul i
wsp., 2006; Jiang 1 wsp., 2009; Wei i wsp., 2013). W badanych komoérkach szczurzego
glejaka C6 stymulacja receptora P2X7 zwigkszala poziom fosforylacji kinazy AKT, ktora
jak juz wspomniano wczesniej, moze by¢ odpowiedzialna za zwigkszong przezywalno$¢
tych komorek po traktowaniu lekami cytostatycznymi. Po stymulacji receptora P2X7,
zaobserwowano rowniez zwigkszenie fosforylacji kinazy MAPK p38. Biatko p38 nalezy
do kinaz MAPK pethiagcych w komorce role sygnalizacyjng. W komodrkach prawidtowych
fosforylacja tego biatka wigze si¢ z czynnikami stresowymi, takimi jak promieniowanie
UV, reaktywne formy tlenu, szok osmotyczny oraz wydzielaniem cytokin prozapalnych.
W komorkach prawidlowych aktywacja tej Sciezki sygnatowej powoduje wprowadzenie
komoérek na droge apoptozy (Wada i Penninger, 2004). Jednak w komorkach
nowotworowych rola tej kinazy zalezna jest od pochodzenia linii komorkowej oraz
kontekstu molekularnego. W niektorych typach nowotwordw hiperaktywacja p38, tak jak
w komorkach prawidlowych, prowadzi do apoptozy, jednak w innych komodrkach
nowotworowych prowadzi do zwigkszonej migracji, intensyfikacji podzialow
komoérkowych oraz pojawienia si¢ opornosci na leki cytostatyczne (Koul 1 wsp., 2013;
Martinez-Limoén i wsp., 2020). Doniesienia literaturowe wskazuja na stymulujacg role
aktywacji biatka p38 na przezywalno$c¢ 1 przyrost masy komodrkowej glejaka. Obnizenie
ilosci izoformy gamma tego biatka w linii komorkowej ludzkiego glejaka U-251,
obnizato czgstotliwos¢ podziatow komorkowych oraz zwigkszato ilo§¢ aktywnej kaspazy
319. W efekcie czego nastgpowalo kierowanie komoérki na droge apoptotycznej Smierci

komorkowej (Yang 1 wsp., 2013).
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5.6 Badanie wplywu aktywnosci receptora P2X7 na przekazywanie

sygnalow wewnatrzkomérkowych w modelu glejaka C6 in vitro

Glejak szczura C6 obok linii myszy GL261, jest jedng z najczesciej wykorzystywanych
zwierzecych modeli glejaka wielopostaciowego (Giakoumettis 1 wsp., 2018).

Wysoka czgstotliwo$¢ podziatow komodrkowych, fatwos$¢ tworzenia guzow w modelu
zwierzgcym, tatwa hodowla oraz duze podobienstwo do ludzkich linii sprawia ze cho¢
wyodrebniono ja juz w latach sze$¢dziesigtych, to wcigz jest atrakcyjnym modelem
badawczym glejaka wielopostaciowego (Benda i wsp., 1968).

Nie dziwi wiec fakt wykorzystania linii komodrkowej glejaka C6 w badaniach nad
sygnalizacja purynergiczna. Spowodowane jest to zachodzaca w tej linii ekspresja wielu
receptoréw nukleotydowych z rodziny P1, P2, jak tez ektonukleaz (Jantaratnotai i wsp.,
2009; Braganhol 1 wsp., 2009). W wielu pracach wykrywano ekspresje¢ transkryptu oraz
biatka P2X7, jednak przedmiotem dtugiej dyskusji byta aktywnos¢ tego receptora. W celu
jej zbadania wykorzystywano réznych agonistow oraz inhibitory tego receptora (Wei i
wsp., 2008; Suptat-Wypych i wsp., 2010). Sugerowano, ze za sygnal wapniowy
obserwowany w badanych komorkach odpowiada inny receptor - P2Y2, ktory moglby
by¢ pobudzany przez syntetycznego agoniste¢ BZATP (Suptat-Wypych 1 wsp., 2010), lub
wrecz inny kanat blonowy: TRPM7 (Norenberg i1 wsp., 2016). Jednak w powyzszych
pracach, nie stosowano metod inzynierii genetycznej, ktore w sposdb specyficzny
obnizaja ilo$¢ biatka P2X7. Wynikalo to z niedoskonato$ci odczynnikow, ktore
nieefektywnie wprowadzaty siRNA lub shRNA do opornych na transfekcje chemiczna
komorek linii C6. Dopiero wprowadzanie techniki elektoporacji, pozwolito na wydajne
wprowadzenie konstruktéw obnizajacych ilos¢ receptorow nukleotydowych z rodziny
P2Y (Wypych 1 Pomorski, 2012).

W niniejszej pracy wykorzystano komercyjnie dostepny zestaw siRNA oraz odczynniki
do transfekcji chemicznej nowej generacji, jednak otrzymane wyniki efektywnos$ci
transfekcji komorek byly podobne do wynikdéw uzyskanych w pracy Wypych 1 Pomorski,
2012. Najwiekszy spadek ilosci biatka receptora P2X7 obserwowano w diugim okresie
po podaniu mieszaniny transfekcyjnej, po 72 godzinach.

Potwierdziwszy obnizenie ilo$ci receptora P2X7, badano wplyw tego obnizenia na
intensywno$¢ sygnatu wapniowego. Obnizenie intensywnos$ci sygnatu wapniowego byto
proporcjonalne do obnizenia ilosci receptora P2X7, co sugeruje o zaangazowaniu tego

receptora w tworzeniu sygnatu wapniowego w komorce, tak jak to postulowal Wei.
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Dodatkowym wynikiem, ktéry moze potwierdza¢, ze P2X7 w szczurzym glejaku C6 jest
zaangazowany w sygnalizacj¢ wapniowa, jest zwigkszone wytwarzanie wolnych
rodnikoéw tlenowych w komorce. Aktywacja tego receptora przez specyficznego agoniste,
powoduje zwiekszong produkcje reaktywnych form tlenu, a efekt ten zostaje zmniejszony
zarOwno poprzez zastosowanie inhibitora jak i obnizenie ilo$ci bialka receptora w
komorce za pomoca specyficznego siRNA. Jony wapnia naplywajace wraz z gradientem
stezen do cytoplazmy zywej komorki, stymulujg fosforylacje oksydacyjng w
mitochondriach, a przez to generujg zwigkszong produkcje wolnych rodnikéw tlenowych
(Duchen, 2000; Glancy i wsp., 2013). Podwyzszona produkcja reaktywnych form tlenu
moze rowniez wptywaé na zwigkszong agresywnos¢ komorek nowotworowych (Liou i
Storz, 2010). Staty stres oksydacyjny nie prowadzi do $mierci komorki nowotworowej,
wregcz przeciwnie powoduje aktywacje Sciezek sygnatowych, miedzy innymi, kinazy
AKT czy p38 (Kennedy i wsp., 2007; Sato i wsp., 2014). Stymuluja one podziaty
komorek, migracje oraz mechanizmy naprawcze biatlek i DNA, w efekcie czego
zmniejszajg efektywnos$¢ leczenia (Ikwegbue i1 wsp., 2018; Olivier 1 wsp., 2021).
Komorki poddane statemu endogennemu stresowi oksydacyjnemu charakteryzuja si¢
zwigkszong produkcja enzymoéw 1 substancji neutralizujacych toksyny takich jak
glutation oraz peroksydaza glutaminianiowa, ktére w znaczacy sposob obnizaja
efektywnos¢ temozolomidu w leczeniu glejaka wielopostaciowego (Polewski 1 wsp.,
2016). Stres oksydacyjny moze rowniez wplywa¢ na modulacje ukladu
immunologicznego poprzez zwigkszone wytwarzanie cytokin (Mittal 1 wsp., 2014).
Oprocz zwigkszonej produkcji wolnych rodnikéw tlenowych, po stymulacji receptora
P2X7 zaobserwowano rowniez depolaryzacj¢ btony mitochondrialne;.

Innym, zaobserwowanym skutkiem aktywno$ci receptora P2X7 jest wplyw tego
receptora na adhezje komoérek do macierzy zewnatrzkomorkowej. Aktywacja tego
receptora przez syntetycznego agoniste — BzATP, wplywala na zwiekszong liczbe
komorek, ktore przyklejaty sie¢ do podtoza pokrytego kolagenem pierwszym, czwartym
oraz fibronektyng. Zahamowanie aktywnosci tego receptora poprzez zastosowanie
siRNA, obnizato adhezj¢ do kolagenu I oraz IV. Kolagen I i IV, oraz fibronektyna sa
ligandami specyficznych biatek powierzchniowych takich jak integryny (Humphries i
wsp., 2006; Horton i wsp., 2016). Integryny to bialka-receptory, oddziatywujace z
biatkami macierzy zewnatrzkomorkowej, zapewniajace prawidtowy kontakt komorek z
podlozem oraz z innymi komodrkami. Integryny réwniez sa odpowiedzialne za

przekazywanie sygnaldow 1 pobudzanie S$ciezek sygnatowych wewnatrz komorki.
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Aktywowane integryny moga prowadzi¢ do zwigkszonej adhezji komorkowe;,
przyspieszonej migracji komorkowej oraz zwigkszonej proliferacji, czynigc komorki
glejaka bardziej ztosliwymi (Ellert-Miklaszewska 1 wsp., 2020). W literaturze istniejg
doniesienia o interakcji integryn z receptorami nukleotydowymi oraz wptywie tych
interakcji na sygnat przekazywany do komorki (Erb 1 wsp., 2001; Bagchi i wsp., 2005;
Tsuda i wsp., 2008), w tym réwniez z receptorem P2X7 (Henriquez i wsp., 2011; Alvarez
1 wsp., 2016; Brenet i wsp., 2021).

Podsumowujac, w modelu komorkowym in vitro aktywacja receptora P2X7 wptywa na
zwickszong przezywalno$¢ komorek glejaka C6 oraz glejakow ludzkich U-251 oraz LN-
229. Bardziej szczeg6lowe badania przeprowadzone na modelowej linii glejaka szczura
C6 wykazaty, ze za zwigkszong zlosliwos¢ moga odpowiadaé cytoprotekcyjne Sciezki

sygnatowe, aktywowane przez sygnal wapniowy po stymulacji tego receptora.

5.7 Wplyw aktywnosci receptora P2X7 na rozwaj i zlosliwos¢ glejaka

C6 invivo

W celu zbadania czy receptor P2X7 moze mie¢ wplyw na ztosliwos¢ glejaka C6 in vivo,
zbadano aktywno$¢ Sciezek sygnatowych, ktore wykryto w modelu komoérkowym. W
literaturze mozna znalez¢ wiele niescistosci zwigzanych z wplywem aktywnosci
receptora P2X7 na rozwdj guza glejaka szczura C6. Istniejg prace, wskazujace na
przeciwnowotworowe dziatanie inhibitoréw P2X7 (Wei 1 wsp., 2008; Fang i wsp., 2011),
oraz wrecz przeciwnie, na wspierajacy rozwoj nowotworu wpltyw zahamowania receptora
P2X7 (Fang 1 wsp., 2013). Rozbiezno$¢ tych prac stawiata pod znakiem zapytania nie
tylko sam fakt czy receptor P2X7 w komoérkach glejaka C6 jest aktywny, ale rowniez jaka
jest rola tego receptora w progresji choroby. W przedstawionych w niniejszej pracy
badaniach, podanie zwierzetom BBG w okolice miejsca wszczepienia komorek glejaka
C6 wplywato na znaczace zmniejszenie powstajacych guzow nowotworowych. Wyniki
te stoja w kontrze do pracy Fanga, jednak rozbieznos$ci mozna wyttumaczy¢ innym
schematem podawania agonisty receptora P2X7. W badaniach przeprowadzonych w
niniejszej pracy, najpierw pozwolono guzowi nowotworowemu wzrosng¢ do rozmiarow
~200 mm?, a dopiero po tym rozpoczeto terapie z zastosowaniem inhibitora. We
wszystkich wczesniejszych pracach wykorzystujacych lini¢ C6 w badaniach in vivo (Wei
1 wsp., 2008; Fang i wsp., 2011; Fang i wsp., 2013), pierwsza dawke inhibitora receptora

P2X7 podawano wraz ze szczepionymi komoérkami nowotworowymi. Podany w ten
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sposob inhibitor mogt zaburzy¢ prawidlowe dzialanie uktadu immunologicznego w
mikrogleju i spowodowaé zwickszony wzrost guza nowotworowego. W doswiadczeniach,
przeprowadzonych z wykorzystaniem myszy z delecjg genu kodujacego receptor P2X7,
wykazano, ze receptor ten wptywa na wielkos$¢ zaszczepionych guzoéw nowotworowych.
Guzy, rozwijajace si¢ u zwierzat z delecja tego genu, byly wicksze niz u zwierzat typu
dzikiego (De Marchi i wsp., 2019 Byto to spowodowane uposledzeniem prawidtowego
dziatania ukltadu immunologicznego. Mikrosrodowisko guza bogate bylo w
immunosupresyjne limfocyty T regulatorowe oraz transformujgcy czynnik wzrostu beta
(TGFB). Powodowalo to silne zahamowanie dziatania uktadu immunologicznego i
zwigkszony wzrost zaszczepionych guzow nowotworowych.

W otrzymanych guzach nowotworowych zbadano rowniez wptyw inhibicji receptora
P2X7 na ilo$¢ tego bialka oraz jego lokalizacje. W guzach traktowanych BBG, ilos¢
wykrywanego bialka byla nizsza niz w przypadku guzéw kontrolnych. W literaturze
mozna znalez¢ wiele doniesien o wplywie podawania inhibitorow receptora P2X7 na
ekspresje¢ samego receptora, jednak mechanizm tego zjawiska nie jest poznany (Wang 1
wsp., 2015; Pereira i wsp., 2020).

W celu zbadania wptywu receptora P2X7 na agresywno$¢ guzow glejaka C6 zbadano
aktywno$¢ metaloproteinazy drugiej. Metaloproteinazy to enzymy petnigce wazne role w
ontogenezie oraz utrzymaniu homeostazy w organizmu, zwlaszcza w funkcjonowaniu
uktadu odpornosciowego (Armstrong i Jude, 2002; Ethell 1 Ethell, 2007). Oprocz tych
waznych funkcji w komorkach prawidlowych, metaloproteinazy, w tym MMP-2, petnig
rolg w przerzutowaniu komorek nowotworowych, poprzez intensyfikacje angiogenezy
oraz wspieranie przejscia epitelialno-mezenchymalnego (Xu i wsp., 2005; Gilles 1 wsp.,
2013; Song 1 wsp., 2021). W przeprowadzonych badaniach wykazano obnizong ilo$¢
aktywnej formy MMP-2 w guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7 —
BBG. W glejaku wysoka aktywno$¢ metaloproteinaz jest proponowana jako jeden z
markerow predykcyjnych, wskazujacych na bardziej agresywny charakter nowotworu
(Roomi 1 wsp., 2017; Zhang 1 wsp., 2019). Dlatego obnizenie aktywnosci tego enzymu
moze pozytywnie wplywa¢ na zmniejszenie liczby przerzutow. Oprocz aktywnosci
metaloproteinazy 2 badano rdéwniez poziom markeréw przejScia epitelialno-
mezenchymalnego. Przejscie to jest procesem wystepujacym w organizmie podczas
rozwoju zarodkowego, gdy powstaje trzeci listek zarodkowy, mezoderma oraz podczas
procesOw naprawczych w tkankach (Iwadate, 2016). Jednak w przypadku zmian

nowotworowych,  zwigkszona  ekspresja  markerow  przej$cia  epitelialno-
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mezenchymalnego w komorkach guza sprzyja tworzeniu si¢ wigkszej liczby przerzutow
oraz bardziej agresywnego fenotypu komorek nowotworowych (Georgakopoulos-Soares
1 wsp., 2020). W guzach zwierzat traktowanych antagonistg receptora P2X7
zaobserwowano obnizong ilo$¢ wykrywanej wimentyny oraz N-kadheryny. Co wigcej po
zahamowaniu aktywnos$ci receptora P2X7 w guzie, obnizata si¢ rowniez ilo$¢
wykrywanej B-kateniny, ktora jest waznym skladnikiem kompleksu polaczenia typu
komorka — komorka z E-kadheryng (Tian 1 wsp., 2011). E-kadheryna w kompleksie z -
katening pelni rolg¢ supresora przerzutéw nowotworowych oraz inhibitora S$ciezki
sygnatlowej Wnt. Obnizona ilo§¢ E-kadheryny wptywa na zwickszenie iloSci
niezwigzanej -kateniny w cytoplazmie, a przez to na zwigkszong aktywno$¢ §ciezki Wnt,
ktora stymuluje produkcje N-kadheryny oraz uruchamia mechanizmy przezyciowe dla
nowotworu (Loh 1 wsp., 2019). Aby wyniki, zawarte w niniejszej pracy byly pelne,
nalezalo zatem zbada¢ ilo$¢ E-kadheryny w guzach traktowanych inhibitorem receptora
P2X7, niestety w trakcie prowadzenia badan nie udato si¢ wykry¢ obecnos$ci E-kadheryny
zadnym z dostepnych komercyjnie przeciwcial specyficznych dla szczurzego biatka. W
literaturze mozna znalez¢ doniesienia wskazujace na mozliwa role receptora P2X7 w
regulacji przejscia epitelialno-mezenchymalnego w nowotworowych komoérkach
macierzystych glejaka (Ziberi i wsp., 2020). Oprocz markerow EMT, zbadano réwniez
ilos¢ biatka polaczen Scistych — konneksyne-43, ktorej ilos¢ wzrastala po inhibicji
receptora P2X7. Istnieja doniesienia literaturowe o powiazaniu mi¢dzy macierzystym
fenotypem komorek nowotworowych, a ekspresja koneksyny-43. W nowotworowych
komorkach macierzystych ilo§¢ koneksyny-43 jest nizsza niz w ,,zwyktych” komorkach
nowotworowych, co wigcej, biatko to jest zaangazowane w regulacje ilosci E-kadheryny
(Yuiwsp., 2012).

Przeprowadzono réwniez analiz¢ histopatologiczng guzéw nowotworowych powstatych
z komorek glejaka C6. W guzach zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7
zaobserwowano obnizong liczbe pol nekrotycznych w poréwnaniu do guzow
pochodzacych ze zwierzat traktowanych PBS. Nekroza komorek guza jest
charakterystyczna dla wielu typow nowotworowych (Liu i Jiao, 2020), jednak to cecha
komorek glejaka wielopostaciowego jest wystepowanie tzw., pseudopalisad
komorkowych otaczajacych ogniska nekrotyczne guza. Komorki tworzace tg strukture
charakteryzuja si¢ intensywna migracjg oraz podziatami (Rong i wsp., 2006). Fenotyp
tych komorek jest spowodowany silng aktywacja czynnika transkrypcyjnego

indukowanego hipoksja — HIF-1a oraz nadprodukcja aktywnej formy metaloproteinazy-
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2 (Rong i wsp., 2006). W przeciwienstwie do guzéw kontrolnych w guzach po podaniu
zwierzetom BBG nie zaobserwowano nekrotycznych pol otoczonych pseudopalisadami
komorek.

Oprécz oceny histopatologicznej zbadano rowniez mechanizmy $mierci komorkowej w
guzach. Przeprowadzono analiz¢ aktywnej kaspazy trzeciej oraz dwoch markeréw
autofagii LC3 oraz ATG16. W guzach pochodzacych ze zwierzat, traktowanych BBG,
zaobserwowano obnizony poziom ci¢tej kaspazy 3 co moze $wiadczy¢ o obnizonym
poziomie apototycznej Smierci komorkowej. W literaturze mozna znalez¢ doniesienia
moéwigce o populacji komorek ze stale aktywna kaspaza 3 w glejaku wielopostaciowym.
Komorki te nie ging na drodze apoptotycznej $§mierci komorkowej (Gdynia i wsp., 2007).
Co wigcej, populacje tych komorek zlokalizowane byty w nekrotycznych rejonach guza
co moze $wiadczy¢ o wzmaganiu nekrozy w guzie glejaka przez komorki z aktywna
kaspaza 3. W tej samej pracy, badania z wykorzystaniem linii komérkowych in vitro,
wykazaly obnizong migracje komorek glejaka wielopostaciowego po obnizeniu
endogennej ilosci kaspazy 3 (Gdynia 1 wsp., 2007). Niska efektywno$¢ apoptozy w
komorkach z aktywng kaspaza 3 moze by¢ rdwniez powigzana z silnym uposledzeniem
Sciezki apoptotycznej w tych komorkach. Wigkszo$¢ glejakow charakteryzuje sie
zmutowanym genem TP53 oraz nadprodukcja inhibitoréw apoptozy takich jak XIAP oraz
BCL-2 (Valdés-Rives i wsp., 2017). Z powodu powyzszych, niekorzystnych z punktu
widzenia terapii zmian w komorkach glejaka, rozwaza si¢ wykorzystanie autofagii w
terapii tych guzow (Zhuang i wsp., 2009; Zhuang 1 wsp., 2011; Escamilla-Ramirez 1 wsp.,
2020). Smier¢ na skutek rozleglej autofagii jest kolejnym rodzajem $mierci komoérkowe;,
wystepujacej w komorkach glejaka wielopostaciowego po nekrozie i apoptozie. Tak jak
w przypadku pozostatych rodzajow $mierci komorkowej, moze ona hamowac lub
wspiera¢ rozwdj nowotworu w zaleznosci od kontekstu komdérkowego. W trakcie terapii
z zastosowaniem temozolomidu, obserwowano korzystng odpowiedz terapeutyczng dla
inhibitorow autofagii oraz dla zwigzkéw indukujacych autofagie (Yan 1 wsp., 2016). W
guzach glejaka C6 traktowanych inhibitorem receptora P2X7 wykryto zwigkszony
poziom markeréw autofagii ATG16 oraz LC-3II co moze $wiadczy¢ o zwigkszonej
intensywnos$ci procesu autofagii nad innymi procesami S$mierci komoérkowej. W
literaturze znajduja si¢ doniesienia wskazujgce na role receptora P2X7 w regulacji
procesu autofagii. Dtugotrwata stymulacja receptora P2X7 w mikrogleju myszy SOD1-
G93A obnizala intensywno$¢ procesu autofagii w tych komorkach (Fabbrizio 1 wsp.,

2017). Podobne wyniki uzyskano z wykorzystaniem mysich astrocytow. Zahamowanie
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aktywnosci receptora P2X7 sprzyjato aktywacji biatka szoku cieplnego HSPBI1, ktore
podwyzszalo intensywno$¢ procesu autofagii w tych komorkach (Kim i wsp., 2018).
Mechanizm zahamowania autofagii przez nadmierng aktywacj¢ P2X7 mogt wystepowac
w badanych guzach glejaka C6. W guzach cechujacych si¢ intensywng nekrozg, takich
jak np. glejak wielopostaciowy, stezenie zewnatrzkomorkowego ATP jest wysokie, co
moze powodowac silng aktywacje receptorow nukleotydowych, w tym receptora P2X7
(Iyer 1 wsp., 2009; Martins i wsp., 2009). Co wigcej pomiar catkowitego stezenia ATP w
guzach wydaje si¢ potwierdzac te teorie. W guzach traktowanych inhibitorem receptora
P2X7 — BBG stezenie ATP bylo nizsze niz w przypadku guzow kontrolnych,
traktowanych PBS.

5.8 Wplyw receptora P2X7 na Sciezki sygnalowe zwiekszajace przezy-

walno$¢ komoérek w guzach glejaka C6

Po zbadaniu $ciezek sygnalowych wptywajacych na przezywalnos¢ in vitro komorek
glejaka C6, przeprowadzono analize tych samych biatek w warunkach in vivo. W
pierwszej kolejnosci zbadano ilosci biatek szoku cieplnego HSPA1, HSPAS oraz HSP90.
W przypadku wszystkich badanych bialek, zahamowanie aktywnosci receptora P2X7
przez BBG, powodowalo obnizenie wykrywanej ilosci tych biatek. W literaturze istnieja
doniesienia o biatku HSPA1, wchodzacym w kompleks z receptorem P2X7 i
posredniczacym w transdukcji sygnatu (Kim i wsp., 2001). Te same doniesienia wskazuja
réwniez na biatko HSP90 jako partnera molekularnego biatka P2X7 (Kim 1 wsp., 2001).
Biatko HSP90 jest rowniez przedstawiane jako negatywny marker prognostyczny
odpowiedzi komorek glejaka na radioterapi¢ (Orth 1 wsp., 2021). Zastosowanie
inhibitorow HSP90 spowalnialo wzrost guzéw glejaka in vivo (Sauvageot 1 wsp., 2009;
Chen 1 wsp., 2020). Co wiecej dane literaturowe pokazuja, ze zastosowanie inhibitorow
HSP90 obnizato ruchliwo$¢ komoérek ludzkich linii glejakow DK-MG oraz SNB19
(Memmel 1 wsp., 2017). Bialko HSP90 moze rowniez wptywaé pozytywnie na
nadprodukcje innych bialek cytoprotekcyjnych i antyapoptotycznych takich jak EGFR
oraz kinaz AKT i ERK (van Ommeren i wsp., 2016; Orth i wsp., 2021).

Tak jak wspominano we wczesniejszych rozdziatach, biatka HSPA1 oraz HSPAS pehnia
role wazng role¢ w odpowiedzi na stres komorkowy. Badania ilosci biatka HSPA1 w
sferoidach pochodzacych z radioopornych linii glejaka wielopostaciowego wykazaty

zwigkszong produkcj¢ tego biatka zaraz po napromienieniu (Fredrigo i wsp., 2011). W
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przypadku bialka HSPAS, zahamowanie aktywno$ci tego biatka za pomoca
specyficznych przeciwcial, zwickszalo efektywnos$¢ radioterapii. Guzy zwierzat
traktowanych przeciwciatami i radioterapig byty mniejsze, oraz charakteryzowaty si¢
zmniejszong fosforylacja cytoprotekcyjnej kinazy AKT (Dadey i wsp., 2017).

Tak jak w przypadku badan in vitro, w guzach glejaka C6, zaobserwowano obnizenie
poziomu ufosforylowanej kinazy AKT oraz p38. Jak wspomniano we wczes$niejszych
rozdzialach nadmierna aktywnos$¢ kinazy AKT jest charakterystyczna dla komorek
glejaka wielopostaciowego (McDowell i wsp., 2011; Majewska i Szeliga, 2017). Badania
in vivo z wykorzystaniem indukowanych mysich guzéw glejaka wykazaly zwigkszong
fosforylacje AKT we wszystkich stadiach rozwoju guza. Co wigcej, inhibicja tej kinazy
hamowata rozwdj guza nowotworowego (Robinson i wsp., 2011). Inne doniesienia
wskazuja na powigzanie pomiedzy aktywnos$cig kinazy AKT, a populacja komoérek
macierzystych w guzie. Zastosowanie inhibitorow AKT obnizato ekspresje¢ markerow
nowotworowych komoérek macierzystych oraz hamowato tempo podzialéw tych komorek
(Gallia 1 wsp., 2009). W literaturze mozemy znalez¢ doniesienia o regulacji aktywnosci
kinazy AKT przez receptor P2X7 w astrocytach szczura. Stymulacja receptora P2X7,
przez BzATP lub ATP w tych komorkach, zwigkszata fosforylacje kinazy AKT (Jacques-
Silva 1 wsp., 2004). Podobny mechanizm obserwowano w komodrkach neuroblastomy.
Aktywacja P2X7 stymulowata kinaz¢ AKT, zwickszajac przezywalnos$¢ tego nowotworu
(Goémez-Villafuertes 1 wsp., 2015). Oprocz kinazy AKT, zbadano poziom fosforylacji
kinazy p38 w guzach nowotworowych. Badania przedstawione w niniejszej pracy,
wykazaly, Zze podanie inhibitora receptora P2X7 obnizalo poziom ufosforylowanego p38
w guzach. W literaturze mozemy znalez¢ informacje o wptywie tej kinazy na rozwoj
glejaka wielopostaciowego in vivo. Zahamowanie aktywno$ci kinazy p38, przez
specyficzny inhibitor SB203580, zmniejszato objetos¢ guza oraz zasigg naciekoéw
nowotworowych w modzgu myszy. Co wiegcej, inhibicja p38 obnizata frakcje
macierzystych komorek nowotworowych wystepujacych w guzie mézgu (Soeda 1 wsp.,
2017). Nalezy zauwazy¢, ze badania przeprowadzone w niniejszej pracy, rowniez
wykazuja obnizenie markera nowotworowych komoérek macierzystych — CD133 wraz z
obnizeniem aktywnosci kinaz AKT oraz p38, spowodowanym hamowaniem receptora

P2X7.
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5.9 Wplyw aktywnoSci receptora P2X7 na mikrosrodowisko guza

Na podstawie doniesien o immunosupresyjnym wpltywie zahamowania aktywnosci
receptora P2X7 w tkankach prawidtowych (Geraghty i wsp., 2017; Geraghty i wsp.,
2019), postanowiono zbada¢ czy kilkukrotne podanie inhibitora P2X7 nie obnizy ilo$ci
cytokin w mysiej surowicy. U myszy, ktorym podawano BBG, nie zaobserwowano
zadnego znaczacego spadku ilosci cytokin w surowicy w poroéwnania do myszy
kontrolnych, ktorym podawano PBS. Co wigcej, zaobserwowano wzrost ilosci cytokin
prozapalnych, $wiadczacych o mobilizacji uktadu immunologicznego. Interleukina druga
1 sibdma pelni role przeciwnowotworowa, poprzez stymulacje limfocytow T
cytotoksycznych (Liao i wsp., 2011; Lin 1 wsp., 2017). W surowicy myszy, traktowanych
inhibitorem receptora P2X7, zaobserwowano réwniez wzrost ilo$ci interferonu gamma,
czynnika martwicy nowotworow oraz interleukiny 17. W literaturze mozna znalez¢
informacj¢ o prognostycznym charakterze tych trzech cytokin wystepujacych w surowicy
pacjentow chorujacych na glejaka wielopostaciowego. Wplywaja one na wydtuzenie
czasu zycia 1 zwolniong progresj¢ choroby (Zhenjiang i wsp., 2018). Wplyw na
zwickszong przezywalno$¢ pacjentow miat rowniez poziom inhibitora metaloproteinaz
TIMP-1 w surowicy. Pacjenci, u ktérych po operacji usuniecia guza glejaka
wielopostaciowego wykrywano wysoki poziom tego biatka, przezywali dtuzej (Yii wsp.,
2013). W surowicy zwierzat traktowanych inhibitorem receptora P2X7, zaobserwowano
podwyzszong ilo$¢ tego biatka w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych, traktowanych
PBS. W surowicy zwierzat traktowanych BBG zaobserwowano rowniez wzrost stezenia
chemokiny - chemoatraktanta limfocytow B (BLC), ktéra moze peti¢ zar6wno rolg
stymulatora jak 1 inhibitora rozwoju nowotworow. Inhibicja rozwoju guzow
nowotworowych przez ta chemoking jest zwigzana z pobudzeniem limfocytow B 1
zwigkszong infiltracjg guza przez te komorki (Rubio 1 wsp., 2020). Zbadano réwniez
profil chemokin 1 cytokin w guzach nowotworowych. W przeciwienstwie do ilosci
cytokin w surowicy, w guzach traktowanych BBG zaobserwowano obnizenie ilosci CD86,
I-CAM1, MCP-1, RAGE oraz TIMP-1. CD86, inaczej zwane B7-2, pelni role czynnika
aktywujacego limfocyty T poprzez wspotaktywacje z MHC klasy II (Subauste 1 wsp.,
1998). Jednak biatko CD86 moze rowniez wchodzi¢ w kompleks z biatkiem CTLA-4,
ktére powoduje zahamowanie aktywacji limfocytow T i wygaszenie dzialania uktadu
immunologicznego. Co ciekawe CTLA-4 jest silnie nadprodukowane w komorkach

glejaka 1 1los¢ tego biatka wptywa negatywnie na przezywalnos¢ pacjentow (Liu 1 wsp.,
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2020). Doniesienia literaturowe wskazuja rowniez na I[-CAMI1, jako czynnik
prognostyczny ostabiajacy efektywnos$¢ terapii z wykorzystaniem bevacizumabu w
modelu glejaka myszy (Piao i wsp., 2017). Wplyw na ilo$¢ tworzenia nowych naczyn w
guzie ma rowniez biatko RAGE. W modelu glejaka myszy GL261 wysoka ilo$¢ tego
biatka w mikrogleju wptywata na zwickszong waskularyzacje guzow (Chen i wsp., 2014).
Jako czynnik zwigkszajacy agresywno$¢ glejaka, poprzez zwigkszenie infiltracji przez
mikroglej, przedstawiane jest rowniez biatko MCP-1 (Platten i wsp., 2003; Jung i wsp.,
2018). Istnieje doniesienie, ktore wskazuje na role receptora P2X7 w regulacji
wydzielania tego biatka (Fang i wsp., 2011). Ciekawa jest rola inhibitora metaloproteinaz
TIMP-1 w glejaku. Pomimo, ze TIMP-1 hamuje aktywno$¢ metaloprteinaz, to wysoki
poziom tego bialka koreluje ze zmniejszong przezywalnoscia u pacjentoéw chorych na
glejaka (Aaberg-Jessen 1 wsp., 2009), jednak doktadny mechanizm tego zjawiska nie jest
znany.

W ramach badan S$ciezek sygnatowych, ktérych aktywno$¢ jest zwigzana z
przezywalnoscia komorek, przeprowadzono réwniez badanie ilosci indukowalnej
syntazy tlenku azotu NOS-2. Biatko to poprzez wydzielanie reaktywnych form azotu
moze stymulowaé¢ wiele $ciezek sprzyjajacych przetrwaniu komoérek glejaka
wielopostaciowym oraz stymulowac¢ onkogenezg (Jahani-Asl 1 wsp., 2013). Obnizenie
ilosci NOS-2 w komorkach glejaka zmniejszato agresywnos$¢ guza oraz czgstotliwose
podziatow jego komorek (Kostourou i wsp., 2011). W niniejszej pracy pokazano, ze
zahamowanie aktywnosci receptora P2X7 w guzach glejaka C6 obnizato ilos¢ biatka
NOS-2. W literaturze mozna znalez¢ informacje o podwyzszonej ilosci tego biatka w
guzach o duzym stopniu hipoksji. Co ciekawe, autorzy pokazali, ze wraz z NOS-2,
wrastala ilosci receptora P2X7 (Tafani i wsp., 2011).

W celu zbadania wptywu aktywno$ci receptora P2X7 na mikrosrodowisko guza
przeprowadzono cytometryczng analize¢ markera CD68, ktory jest charakterystyczny dla
komorek mononuklearnych krwi w tym makrofagéw oraz mikrogleju (Barros 1 wsp.,
2013), a takze czynnika transkrypcyjnego Foxp3 (Martin i wsp., 2010), ktory jest
charakterystyczny dla limfocytow T regulatorowych, odpowiedzialnych za hamowanie
aktywnosci uktadu immunologicznego. CD68 oraz Foxp3 sa przedstawiane w literaturze
jako negatywne czynniki predykcyjne przebiegu choroby nowotworowej (Reardon i wsp.,
2017; Wang 1 wsp., 2018; Guo 1 wsp., 2021). W guzach traktowanych inhibitorem
receptora P2X7 — BBG zaobserwowano obnizenie liczby komorek CD68 oraz Foxp3

pozytywnych. W literaturze mozemy znalez¢ wiele doniesieh wskazujacych na
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zaangazowanie komorek immunologicznych w §rodowisku guza. Wiadomo, Ze podanie
myszom limfocytow T z delecja genu kodujacego P2X7, znaczaco redukowato wielkos¢
guzow nowotworowych czerniaka B16 (Romagnani i wsp., 2020). W makrofagach,
infiltrujacych guzy glejaka wielopostaciowego, zaobserwowano podwyzszong ilos¢
receptora P2X7, co wigcej, BBG, podawany do hodowli mikrogleju in vitro wptywat
hamujaco na czgstotliwo$¢ podzialu tych komoérek (Monif i wsp., 2014). Badania z
zastosowaniem innego inhibitora receptora P2X7 — A740003, wykazatly obnizenie liczby
limfocytow T regulatorowych w mikrosrodowisku guza czerniaka B16 oraz obnizenie
stezenia zewnatrzkomérkowego ATP (De Marchi 1 wsp., 2019). W niniejszej pracy
réwniez zaobserwowano obnizenie stezenia ATP w guzach traktowanych antagonistg
receptora P2X7. Zewnatrzkomorkowe ATP wydzielane do mikrosrodowiska guza na
skutek $mierci komorkowej po terapii przeciwnowotworowej (Martins 1 wsp., 2009;
Gilber i wsp., 2019), powoduje stymulacje receptorow nukleotydowych oraz tworzy
gradienty dla makrofagow Iub innych komorek ukladu immunologicznego, ktore
nastgpnie mogg wspiera¢ rozwdj nowotworu (Desai 1 wsp., 2014). Co wigcej,
doswiadczenia z wykorzystaniem apyrazy, enzymu rozktadajacego ATP, wstrzykiwanej
do guza glejaka C6 wykazaly znaczace zmniejszenie objetosci guzoéw oraz liczby naczyn
krwiono$nych (Morrone i wsp., 2006). W literaturze mozemy rdéwniez znalezé
doniesienia o regulacji wydzielania zewnatrzkomorkowego ATP przez kanat panneksyne-
1 regulowang przez pobudzony receptor P2X7, w komoérkach prawidlowych oraz
nowotworowych (Adinolfi 1 wsp., 2005; Brandao-Burch 1 wsp., 2012; Amoroso 1 wsp.,
2016; Wilkaniec 1 wsp., 2017). Moze to powodowac powstanie dodatniego sprzezenia
zwrotnego, gdzie stymulowany P2X7 bedzie stymulowat wyrzut ATP, a przez to

stymulacj¢ samego siebie oraz innych receptoréw nukleotydowych.

5.10 Wplyw aktywnosci receptora P2X7 na wytwarzanie wolnych rod-

nikéw tlenowych w guzach glejaka C6

W poprzednich rozdzialach pracy pokazano udzial receptora P2X7 w regulacji
wytwarzania wolnych rodnikow tlenowych w komorkach glejaka C6 in vitro. W zwigzku
z tym zbadano status redox in vivo, by potwierdzi¢ wyniki uzyskane na linii komorkowe;.
Bezposrednie badanie wolnych rodnikéw w tkance jest trudne. Wynika to z ogromnej
reaktywnosci tych rodnikéw i co za tym idzie, krétkiego czasu ich zycia. Dlatego

zdecydowano si¢ na posredni pomiar gospodarki rodnikowej, pomiar aktywnosci
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dysmutazy ponadtlenkowej oraz ilo$¢ utlenionego glutationu. W guzach traktowanych
antagonistg receptora P2X7 zaobserwowano obnizong ilo$¢ utlenionego glutationu, w
porownaniu do guzow kontrolnych. Glutation jest podstawowa sktadowg systemu
detoksyfikujacego w komorce zywej. Pelni on role redukujacg wolne rodniki oraz
substancji detoksyfikujacej ksenobiotyki takie jak np. paracetamol (Bansal i Simon,
2018). Podwyzszona ilo$¢ utlenionego glutationu w guzach kontrolnych moze §wiadczy¢
o zwigkszonej produkcji wolnych rodnikéw, ktore z kolei moga aktywowac $ciezki
sygnatowe, powodujace zwigkszong progresje nowotworu oraz opornos¢ na terapie (Liou
i Storz, 2010). Podwyzszone wytwarzanie reaktywnych form tlenu, wptywa réwniez na
zwigkszenie ruchliwos$ci komorek (Wu i wsp., 2006) oraz angiogeneze (Xia i wsp., 2007).
Jako Ze na zmiany ilo$ci utlenionego glutationu moze wptywac wigcej czynnikow, nie
tylko intensywny stres oksydacyjny, w celu dodatkowego potwierdzenia przeprowadzono
pomiar aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej. W guzach traktowanych inhibitorem
receptora P2X7 zaobserwowano obnizenie aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej co
moze $wiadczyé o obnizeniu produkcji wolnych rodnikow w guzie, a przez to
zahamowanie wielu $ciezek sygnatowych aktywowanych przez wolne rodniki, takie jak
kinaza AKT, p38 oraz cytoprotekcyjnych bialek szoku cieplnego (Benhar i wsp., 2002;
Ikwegbue i wsp., 2018).

Wyniki otrzymane podczas dos§wiadczen na guzach nowotworowych in vivo sa spojne z
wynikami otrzymanymi z wykorzystaniem kultury komoérek C6 in vitro 1 wskazuja na

zaangazowanie receptora P2X7 w transdukcji sygnatu z udziatem wolnych rodnikow.
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6 PODSUMOWANIE | WNIOSKI
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Wyniki uzyskane w niniejszej pracy, wskazuja na regulacj¢ rozwoju glejaka
wielopostaciowego przez receptor nukleotydowy P2X7 w szczurzych i1 ludzkich
modelach komorkowych.
Wyniki uzyskane z doswiadczen na komoérkach glejakow wykazaty:
1. Ekspresje na poziomie mRNA wszystkich receptorow z rodziny P2 w liniach ko-
morkowych glejakow ludzi
2. Obecnos¢ biatka receptora P2X7 we wszystkich badanych liniach komérkowych
glejakow
3. Aktywno$¢ wapniowg receptora P2X7 w liniach glejaka C6 oraz U-251
4. Brak aktywnoS$ci proapoptotycznej receptora P2X7 w komorkach badanych gle-
jakow
5. Wplyw aktywacji/zahamowania receptora P2X7 na przezywalno$¢ komorek gle-
jakéw C6, LN-229 oraz U-251
6. Wplyw receptora P2X7 na aktywno$¢ metaboliczng glejaka C6 oraz na produkcje
wolnych rodnikow i stan mitochondriow
7. Wplyw receptora P2X7 na aktywacj¢ Sciezek sygnalowych AKT i p38, wzrost
ilosci biatek szoku cieplnego oraz markerow nowotworowych komoérek macie-
rzystych
8. Wplyw receptora P2X7 na adhezj¢ komorek glejaka C6 do macierzy zewnatrzko-
morkowej

9. Wplyw receptora P2X7 na wydzielanie ATP do pozywki hodowlanej

Wyniki uzyskane z doswiadczen na guzach glejaka C6 szczura wykazaty:
1. Wplyw receptora P2X7 na wzrost 1 przerzuty guzéw nowotworowych
2. Mozliwos¢ regulacji $ciezek sygnatowych AKT, p38, biatek szoku cieplnego oraz
markerow nowotworowych komorek macierzystych in vivo przez receptor P2X7
3. Wplyw aktywacji receptora P2X7 na markery przej$cia epitelialno-mezenchymal-
nego
4. Wplyw receptora P2X7 na mikrosrodowisko guza in vivo

5. Wplyw receptora P2X7 na potencjat redox in vivo

Przedstawione wyniki znaczaco poszerzaja wiedze¢ na temat roli receptora
nukleotydowego P2X7 w rozwoju glejaka. Po raz pierwszy usystematyzowano wyniki
wskazujace na promujacy wpltyw receptora na proliferacje komorek glejaka in vitro 1

jednoczesnie pokazano korelacj¢ ze wzrostem guzow nowotworowych in vivo. Co wigcej,
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zostaty zbadane wewnatrzkomorkowe $ciezki sygnatowe, ktore pozwolily wytlumaczy¢
molekularne mechanizmy dziatania receptora P2X7 w komorkach glejaka oraz wptyw

tego receptora na odpowiedz uktadu odpornosciowego w trakcie rozwoju glejaka.
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