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Wykaz skrotow
7-AAD 7-aminoaktynomycyna D, ang. 7-Amino-Actinomycin D
ADAM10 metaloproteinaza ADAM10, ang. disintegrin and metalloproteinase
domain-containing protein 10
ADAMTS13 metaloproteinaza ADAMTS13, ang. disintegrin and metalloprotease with
thrombospondin type 1 motifs 13

Anx aneksyna, ang. annexin

AP-1 kompleks biatek adaptorowych-1 oddziatujgcych z klatryng, ang. adaptor
protein-1

BMI wskaznik masy ciata, ang. body mass index

BSA albumina surowicy bydlecej, ang. bovine serum albumin

cAMP cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan

CARD kardamonina, ang. cardamonin

ctrl proba kontrolna

DAMP molekularne wzorce zwigzane z uszkodzeniem, ang. damage-associated

molecular patterns

DMSO dimetylosulfotlenek, ang. dimethyl sulfoxide

eNOS srodbtonkowa syntaza tlenku azotu, ang. endothelial nitric oxide synthase

FA kwasy tluszczowe, ang. fatty acids

FBS plodowa surowica bydleca, ang. foetal bovine serum

FFA wolne kwasy tluszczowe, ang. free fatty acids

HA histamina

HUVEC ludzkie komorki $rodbtonka zylty pepowinowej, ang. Human Umbilical
Vein Endothelial Cells

ICAM-1 czasteczka adhezji migedzykomorkowej-1, ang. intercellular adhesion
molecule-1

IFN interferon

IKK kinaza IkB, ang. IkB kinase

IL interleukina

IxB inhibitor NF-xB

LCFA dhugotancuchowe kwasy thuszczowe, ang. long-chain fatty acids

LPS lipopolisacharyd bakteryjny



MCP-1

MMP

MyD88

NF-xB

ox-LDL

PA
PAI-1

PAMP

PBS

PE
PNGaza F
PRRs
RBP

RFT

RQ
RT-gPCR

SDS
SDS-PAGE

SFA
SiRNA
TBS
TBS-T
TCA
TF

biatko chemotaktyczne monocytow-1, ang. monocyte chemoattractant
protein-1
metaloproteinaza  macierzy  zewnatrzkomérkowej, ang.  matrix
metalloproteinase

biatko adaptorowe MyD88, ang. myeloid differentiation primary-response
protein 88

jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B, ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells

utleniona forma lipoprotein o matej gestosci, ang. oxidized low-density
lipoprotein

kwas palmitynowy, ang. palmitic acid

inhibitor aktywatora plazminogenu typu 1, ang. plasminogen activator
inhibitor-1

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

sol fizjologiczna buforowana fosforanem, ang. phosphate buffered saline
fikoerytryna, ang. phycoerythrin

N-glikozydaza peptydowa F, ang. peptide -N-glycosidase F

receptory rozpoznajace wzorce, ang. pattern recognition receptors

biatka wigzace RNA, ang. RNA binding proteins

reaktywne formy tlenu

wzgledna analiza iloSciowa ekspresji genu, ang. relative quantification
iloSciowa lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym,
ang. Real-time quantitative polymerase chain reaction

dodecylosiarczan sodu, ang. sodium dodecyl sulfate

elektroforeza w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujacych,
ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis

nasycone kwasy thuszczowe, ang. saturated fatty acids

mate interferujace RNA, ang. small interfering RNA

sol fizjologiczna buforowana TRIS, ang. TRIS buffered saline

TBS z dodatkiem Tween 20

kwas trichlorooctowy, ang. trichloroacetic acid

czynnik tkankowy, ang. tissue factor



TGN
TIR
TIRAP

TLR
TNFRSF

TNF-a

t-PA

TRAM

TRIF

VCAM-1

VEGF

VWFpp
WPBs

sie¢ trans aparatu Golgiego, ang. Trans-Golgi network

domena homologiczna Toll/IL-1, ang. Toll/IL-1 receptor

biatko adaptorowe posiadajgce domene TIR, ang. TIR domain-containing
adaptor protein

receptory Toll-podobne, ang. Toll-like receptors

nadrodzina receptorow czynnika martwicy nowotwordéw, ang. tumor
necrosis factor receptor superfamily

czynnik martwicy nowotworow, ang. tumor necrosis factor-a

tkankowy aktywator plazminogenu, ang. tissue plasminogen activator
biatko adaptorowe zwigzane z TRIF, ang. TRIF-related adaptor molecule
biatko zawierajace domen¢ TIR indukujace IFN-B, ang. TIR
domain-containing adaptor protein inducing IFN-4

czasteczka adhezji komorkowej naczyn-1, ang. vascular adhesion
molecule-1

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego, ang. vascular endothelial
growth factor

czynnik von Willebranda, ang. von Willebrand factor

propeptyd VWF, ang. VWF propeptide

ciatka Weibel-Palade’a, ang. Weibel-Palade bodies



Streszczenie

Dysfunkcja $rodblonka jest jednym z poczatkowych etapdw zaburzen w dzialaniu uktadu
Sercowo-naczyniowego obserwowanym u osOb otylych. Zwigkszone stgzenie kwasow
thuszczowych towarzyszace otytosci, w tym kwasu palmitynowego (PA) wystepujacego
w najwiekszej ilosci, moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju zaburzen s$rodbtonkowych.
Czynnik von Willebranda (vWF) wytwarzany i wydzielany gléwnie przez komorki
srodbtonka, pelni wazng rol¢ w regulacji krzepnigcia. Wzrost st¢zenia VWF w osoczu 0sob
chorych na otylo§¢ moze przyczynia¢ si¢ do zwickszenia ryzyka rozwoju chordb
sercowo-naczyniowych.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zbadanie wptywu PA na wydzielanie VWF
przez komoérki HUVEC. Doswiadczenia prowadzono w tagodnych warunkach stresu
wywotanego obecnoscig kwasu tluszczowego, to znaczy takich, ktore byly wystarczajace
do spowodowania wzrostu ilosci biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1, co jest znacznikiem
odpowiedzi prozapalnej §rodblonka, ale nie obnizajacych przezywalnosci komorek. Komorki
inkubowano w obecnosci PA o stezeniu nieprzekraczajacym 200 uM nie dluzej niz 48 h.
Takie podejscie umozliwia badanie zmian adaptacyjnych odpowiedzi na bodziec. Wykazano,
ze w tagodnych warunkach, wydzielanie VWF jest zwigkszone po inkubacji w obecnosci PA,
co jest skutkiem zwigkszonej ekspresji genu VWF oraz stymulacji dojrzewania tego biatka.
Podj¢to proby identyfikacji mechanizméow regulacyjnego wptywu PA na dojrzewanie
I wydzielanie VWF, ale nie uzyskano rozstrzygajacych wynikow.

Potwierdzono, ze PA aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-kB, bioracy udziat w regulacji
odpowiedzi zapalnej. Ponadto wykazano, ze PA wptywa na zawarto$¢ biatek receptorowych
TLR2, TLR4, TLR6. W celu identyfikacji szlaku sygnatowego aktywowanego przez PA
stosowano inhibitory NF-xB oraz TLR2 i TLR4, czyli odpowiednio kardamoning,
C29 1 TAK-242. Wykazano, ze zwigkszona w obecnosci PA ekspresja genu VWF wynika
z aktywacji NF-xB. Ponadto potwierdzono udziat receptora TLR4 w aktywowanej przez PA
odpowiedzi komorek srodbtonka.

W obecnosci inhibitora TLR4 i PA, ktory jest jego ligandem, wykazano zwigkszenie
ekspresji genoéw CD36, TIRAP, TLR6, kodujacych biatka uczestniczace w przekazywaniu
sygnatu pochodzacego od receptoréw TLR.

W obecnosci inhibitora TLR2 obserwowano zwigkszenie aktywnosci TLR4. Co wigcej,
wyciszenie ekspresji genu TLR2 spowodowalo zwiekszenie ilosci biatka TLR4. Z kolei

wyciszenie ekspresji genu TLR4 spowodowato zwigkszenie iloSci biatka TLR2,



co zaobserwowano nawet wtedy, gdy na skutek wyciszania obnizeniu ulegat jedynie poziom
transkryptu TLR4.

Podsumowujac, wykazano, ze PA reguluje w komorkach $srédbtonka wydzielanie vWF
poprzez zwickszong eckspresje genu VWF oraz nasilone dojrzewanie tego bialka.
Zidentyfikowano udziat receptora TLR4 oraz NF-kB w odpowiedzi komorek na PA. Ponadto
wykazano, ze pomiedzy receptorami TLR2 i1 TLR4 wystepuje efekt kompensacyjny,
obserwowany na poziomie zarowno aktywnosci receptoréw, jak i mRNA oraz bialka.

Uzyskane wyniki sugerujg, ze juz stosunkowo niewielki wzrost stezenia kwasow
thuszczowych do poziomu, ktéry aktywuje odpowiedz prozapalng, moze byé wystarczajacy
do zwigkszenia stgzenia VWF pozakomodrkowego, co potencjalnie powoduje zaburzenia
krzepliwosci krwi. Udziat PA w regulacji wydzielania vVWF czesciowo tlumaczy zwigkszenie

stezenia VWF obserwowane w osoczu 0s6b otytych.
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Abstract

Endothelial dysfunction is the earliest symptom of the cardiovascular system dysfunction
observed in obesity. Increased concentration of fatty acids associated with obesity, including
the most abundant palmitic acid (PA), may contribute to the development of endothelial
dysfunction.

von Willebrand factor (VWWF), produced and secreted mainly by endothelial cells,
plays an important role in the regulation of coagulation. Increased VWEF concentration
in the plasma of obese patients is associated with an increased risk of developing
cardiovascular diseases caused by increased thrombosis.

The aim of this thesis was to investigate the effect of PA on the VWF secretion
by HUVEC cells. The experiments were carried out under mild fatty acid stress conditions
that were sufficient to increase the amount of ICAM-1 and VCAM-1 adhesion molecules,
which is a marker of the pro-inflammatory response of the endothelium, without affecting cell
survival. The cells were incubated in the presence of PA at a concentration not exceeding
200 uM for no longer than 48 h. This approach enables the study of adaptive changes
in response to a stimulus. It has been shown that under relatively mild conditions VWF
secretion is increased after incubation in the presence of PA, as a result of the increased VWF
gene expression and stimulated maturation of this protein. Attempts have been made
to identify the mechanisms of PA's regulatory influence on vVWF maturation and secretion,
but no conclusive results have been obtained.

The results presented in this study confirmed that PA activates NF-xB, a transcription
factor involved in the regulation of the inflammatory response. Moreover, it has been shown
that PA affects the content of TLR2, TLR4 and TLR6 receptor proteins. To identify
the signaling pathway activated by PA, inhibitors of NF-xB and TLR2 and TLR4 receptors
were used, that is cardamonin, C29 and TAK-242, respectively. It has been shown that VWF
gene expression increased by PA is the result of NF-«B activation. Moreover,
the involvement of the TLR4 receptor in the PA-activated endothelial cells response was
confirmed.

Additionally, in the presence of a TLR4 inhibitor and PA, which is its ligand,
the expression of CD36, TIRAP, TLR6 genes, encoding proteins involved in TLR receptor
signal transduction, was increased.

In the presence of a TLR2 inhibitor, TLR4 activity was increased. Moreover, TLR2 gene

silencing increased TLR4 protein level. TLR4 gene silencing increased TLR2 level,
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which was observed even when only mRNA level of TLR4 was decreased. This suggests
a compensatory effect between TLR2 and TLR4 receptors.

To conclude, this thesis shows that PA regulates the vVWF secretion from endothelial cells
by increased expression of the VWF gene and maturation of this protein. The involvement
of the TLR4 receptor and the NF-kB signaling pathway in the cell response to PA was
identified. Moreover, it has been shown that there is a compensatory effect between TLR2
and TLR4 receptors, observed at the receptor activity as well as mMRNA and protein level.

The obtained results suggest that a relatively small increase in the concentration of fatty
acids to a level that activates the pro-inflammatory response may be sufficient to increase
concentration of the extracellular vVWF, potentially resulting in thrombotic complications.
The involvement of PA in the regulation of the vVWF secretion partially explains the increased

VWEF concentration observed in the plasma of obese patients.
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1. Wstep

1.1. Srédblonek naczyniowy

Srédblonek naczyniowy tworzy warstwe komorek wyscietajaca wewnetrzng strong
naczyn krwiono$nych oraz limfatycznych, ktora jest barierg pomig¢dzy $rodowiskiem
wewnatrznaczyniowym, a $ciang naczyn i znajdujacymi sie glebiej narzgdami. W organizmie
cztowieka znajduje si¢ od 1 do 6x10*° komorek srodblonka, zajmujacych taczna powierzchnie
okofo 3000-6000 m?. Ich rozmiary zaleza od typu naczynia i $rednio wynosza okofo
30-50 um dhugosci, 10-30 um szerokosci 1 0,1-10 um wysokos$ci. Sg one wydtuzone wzdhuz
osi naczyn, co zmniejsza powstawanie mechanicznych naprgzen spowodowanych
przeptywem Kkrwi [1].

Srédbtonek naczyniowy w ukltadzie krwionosnym petni kluczowa role w regulacji
ci$nienia tetniczego 1 ukrwienia wszystkich narzadow, poprzez wplyw na napigcie
naczyniowe i $rednice naczyn krwionosnych. Ponadto ma zasadnicze znaczenie w regulacji
krzepnigcia Krwi, angiogenezie, rozwoju odpowiedzi zapalnej, a takze regulacji migracji
leukocytow przez $ciang naczyn. Komorki srodblonka réznig si¢ pod wzglgdem zaréwno
struktury, jak i funkcji na poziomie organdéw, aletakze roéznych odcinkow naczyn
krwiono$nych w okreslonym organie, a nawet sgsiadujacych komorek [2]. Ponadto komorki
srodbtonka wykazujg wyrazng polaryzacje apikalno-bazalng [1]. Apikalna cze$¢ blony
komorkowej, skierowana do wnetrza naczyn, ma bezposredni kontakt z krwig. Przeciwna
cze$¢ btony plazmatycznej komorek, bazalna, jest oddzielona od warstwy miesni gladkich
naczyn krwiono$nych btong podstawng, zbudowang z glikoprotein, m.in. lamininy
I kolagenu [3]. Komorki $rodbtonka wydzielajg biatka macierzy pozakomorkowej, dzigki
ktorym ulegaja zakotwiczeniu w btonie podstawnej [1]. Blona podstawna jest niezb¢dna
dla zachowania integralnosci strukturalnej i stabilnosci naczyn krwiono$nych. Ponadto moze
mie¢ wplyw na komorki $rodbtonka poprzez bezposrednie oddziatywanie bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej z receptorami lub poprzez magazynowanie rdznych bialek,
w tym czynnikéw wzrostu [4].

Pomiedzy sasiadujacymi komoérkami srédbtonka wystepuja  polaczenia
miedzykomorkowe kilku rodzajow: zamykajacych S$cistych (ang. tight junctions),
przylegajacych (ang. adherence junctions) i komunikacyjnych (ang. gap junctions),
ktore odgrywajg wazng role w zachowaniu prawidtowego dziatania naczyn krwiono$nych.

Potagczenia zamykajace Sciste uszczelniajg przestrzen migdzykomorkowa, przylegajace tworza
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silne mechaniczne potaczenia, a komunikacyjne umozliwiaja bezposrednie potaczenie
cytoplazmy sgsiadujacych komorek i przeptyw matych czasteczek [5,6].

Niejednorodnos¢ komoérek srodbtonka w znacznym stopniu jest zwigzana z réznicami
wystepujagcymi w potaczeniach miedzy nimi. Na podstawie réznic morfologicznych wyrdznia
si¢ $rodblonek ciagly, okienkowy i nieciagty [7]. Srodblonek ciagly wykazuje najmniejsza
przepuszczalno$¢ iznajduje si¢ w wiekszosci naczyn krwiono$nych moézgu, skory, pluc,
serca, migéni. Srodblonek okienkowy charakteryzuje si¢ tzw. fenestracjami o srednicy
50-60 nm i wystepuje w narzadach charakteryzujacych sie nasilonymi procesami transportu
| filtracji, takich jak gruczoty dokrewne i1 wydzielnicze, przewod pokarmowy, splot
naczyniowkowy, klebuszki nerkowe. Srodblonek nieciagly (zatokowy) wystepuje w watrobie,
Sledzionie i szpiku kostnym, wykazuje najwigksza przepuszczalno$¢ i charakteryzuje
si¢ wystepowaniem porow o $rednicy 100-200 nm 1 odstgpoéw miedzy komoérkami, a takze
brakiem lub stabo ustrukturyzowang btong podstawna [8].

Srédbtonek w odpowiedzi na bodzce pelni wazng role endokrynng poprzez produkcje
I wydzielanie r6znych czynnikéw wzrostu, czynnikow regulujacych skurcz i rozkurcz migséni
gladkich, a takze czynnikoéw pro- i przeciwzakrzepowych, przez co reguluje napigcie naczyn
krwiono$nych, hamuje aktywacje ptytek krwi oraz adhezj¢ i migracje leukocytow, zapobiega
tworzeniu zakrzepow i1 odpowiedzi prozapalnej, czy tez wptywa na proliferacje komorek

miesni gladkich [9] (Tabela 1).

1.2. Nieprawidlowosci w funkcjonowaniu Sréodblonka zwigzane
Z otylosScia

Otytos¢ jest przewlekla choroba, ktora moze prowadzi¢ do wielu powiktan, takich jak
insulinooporno$¢, cukrzyca typu 2, choroby sercowo-naczyniowe, w tym miazdzyca
I nadcisnienie [10]. Zwigzane jest to m.in. ze stanem zapalnym i podniesionym poziomem
cytokin prozapalnych [11]. Wedtug definicji Swiatowej Organizaciji Zdrowia (WHO) otyto$¢
wystepuje u 0sob, ktorych wskaznik masy ciata (BMI, ang. body mass index) wynosi powyzej
30 kg/m? [12]. Przyczyny otylosci 1 nadwagi s ztozone i wynikaja z wielu czynnikow,
ale najczeSciej zwigzane sg z nadmiernym spozyciem sktadnikéw odzywczych, zwlaszcza
thuszezy i cukrow (niewlasciwa dieta) oraz zbyt matg aktywnoscia fizyczna [13,14]. Problem
otytosci jest coraz bardziej powszechny, zwlaszcza w krajach rozwinigtych [15]. W Polsce
w 2016 roku 23,7% mezczyzn i 22,2% kobiet chorowato na otylos¢ [16].

Nieprawidtowosci w funkcjonowaniu Srodblonka sg najwczesniej wystepujacymi
zaburzeniami funkcji uktadu naczyniowego obserwowanymi u oséb chorych na otytos¢.
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Sa one zwigzane z rozwojem miazdzycy oraz moga zwigcksza¢ ryzyko rozwoju chorob
sercowo-naczyniowych [17-19]. Otylo$¢ jest zwigzana z wystepowaniem permanentnego
stanu zapalnego o niskim nasileniu [20,21]. Zwickszenic ilosci tkanki tluszczowej
zgromadzonej w organizmie przyczynia si¢ do rozwoju stanu zapalnego m.in. poprzez zmiang
fenotypu wydzielniczego adipocytow. Jest to zwigzane z wydzielaniem cytokin prozapalnych

TNF-a (ang. tumor necrosis factor-a), IL-6, IL-1p.

Tabela 1. Niektore czynniki wytwarzane przez komorki $rodblonka i ich funkcje
(VWF, ang. von Willebrand factor; TF, ang. tissue factor; PAF, ang. platelet-activating factor;
TxAZ2, ang. thromboxane A2; PAI-1, ang. plasminogen activator inhibitor-1; t-PA, ang. tissue
plasminogen activator; EDHF, ang. endothelium-derived hyperpolarizing factor;
VEGF, ang. vascular endothelial growth factor; PDGF, ang. platelet-derived growth factor;
TGF-B, ang. transforming growth factor beta; FGF, ang. fibroblastic growth factor; EGF,
ang. epidermal growth factor; ICAM-1, ang. intercellular adhesion molecule-1; VCAM-1,
ang. vascular adhesion molecule-1; MCP-1, ang. monocyte chemoattractant protein-1) [22].

Hemostaza

Czynniki prozakrzepowe: Czynniki przeciwzakrzepowe:

czynnik von Willebranda (VWF), czynnik
tkankowy (TF), czynnik aktywujacy ptytki
(PAF), tromboksan A2 (TxAZ2), inhibitor
aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1)

trombomodulina, antytrombina 11,
siarczan heparanu, prostacyklina,
tkankowy aktywator plazminogenu (t-PA)

Napiecie Sciany naczyn krwionosnych

Czynniki zwezajace naczynia: Czynniki rozszerzajace naczynia:

angiotensyna Il (Ang II),
endotelina-1 (ET-1), TxA2,
reaktywne formy tlenu (RFT),
prostaglandyna

tlenek azotu (NO), prostacyklina,
srodbtonkowy czynnik
hiperpolaryzujacy (EDHF)

Angiogeneza:

czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF),
ptytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF), transformujacy czynnik wzrostu § (TGF-p),
czynnik wzrostu fibroblastow (FGF), czynnik wzrostu naskorka (EGF)

Stan zapalny:

leukotrieny, chemokiny, biatka adhezji komorkowej
(selektyny, integryny, immunoglobuliny), interleukiny (IL),
np. P-selektyna, ICAM-1, VCAM-1, IL-6, IL-1B, MCP-1
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Dysfunkcji srédbtonka towarzyszy zaburzenie rozszerzania naczyn krwionosnych,
Co sprzyja zwiekszaniu ci$nienia tetniczego. Jest to konsekwencja obnizonej dostgpnosci NO
w osoczu. W warunkach zwiekszonego wytwarzania RFT np. na skutek stymulacji komoérek
srodbtonka przez TNF-o, dochodzi do powstania szczegoélnie reaktywnych form azotu,
takich jak nadtlenoazotyn, anion nitroksylowy i kation nitrozoniowy, coz jednej strony
obniza dostepnos¢ NO, a z drugiej poteguje efekt cytotoksyczny. Ponadto RFT powoduja
zwigkszenie utleniania tetrahydrobiopteryny (BH4), ktora jest kofaktorem $rodblonkowej
syntazy tlenku azotu (eNOS, ang. endothelial nitric oxide synthase), co w efekcie dodatkowo
zmniejsza wytwarzanie NO [20].

Otylos¢ jest zwigzana ze zwigkszong iloscig biatka chemotaktycznego monocytow
MCP-1. Jest ono produkowane w odpowiedzi na stan zapalny przez roézne komorki,
w tym komoérki srodblonka, jednak glownym jego zroédiem sg monocyty i makrofagi [23].
MCP-1 powoduje rekrutacje monocytow do miejsca rozwoju stanu zapalnego i infiltracje
tkanek. W przypadku otytosci infiltracja monocytdow pod $rodbtonek w  polgczeniu
Z obecno$cig utlenionej formy lipoprotein o matej gestosci (ox-LDL, ang. oxidized
low-density lipoprotein) powoduje, ze aktywowane makrofagi pobieraja na drodze fagocytozy
czastki oX-LDL, przeksztatcaja si¢ w komorki piankowate i przyczyniaja do rozwoju
miazdzycy [18,24].

W odpowiedzi na stan zapalny na powierzchni komorek $rodbtonka dochodzi
do zwigkszenia ilo$ci biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1, a takze P-selektyny
| E-selektyny. Bialka te sa zwigzane z adhezja leukocytéw i ich migracjg w miejsce rozwoju
stanu zapalnego. W poczatkowym etapie adhezji leukocytow do s$rodblonka uczestniczy
E-selektyna. ICAM-1 i VCAM-1 reguluja zar6wno adhezje jak i migracj¢ leukocytow
do tkanek potozonych gigbiej w stosunku do s$rodbtonka. P-selektyna odpowiada
za oddzialywanie $rodbtonka z leukocytami oraz plytkami krwi. W wyniku selektywnej
proteolizy biatek adhezyjnych i selektyn dochodzi do uwolnienia fragmentéw zawierajacych
domeny zewnatrzkomoérkowe, ktore nastgpnie w postaci rozpuszczalnej kraza we Krwi.
Zwigkszone st¢zenie tych bialek w osoczu moze stuzy¢ jako marker dysfunkcji srodblonka,
au oséb z otyloScia wigze si¢ to z wystepowaniem choréb metabolicznych, choréb
sercowo-naczyniowych, w tym miazdzycy [25-31].

Szczegolnie istotny w kontekscie niniejszej pracy doktorskiej jest wytwarzany przez
komorki srodbtonka VWEF, ktory bierze udziat w procesie krzepnigcia krwi [29,32].
VWF moze stluzy¢ jako marker aktywacji lub dysfunkcji $rodblonka, a jego zwigkszone

stezenie moze by¢ zwigzane z rozwojem zaburzen krzepnigcia, miazdzycy 1 choroby
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wiencowej [32,33]. Stezenie VWF jest podwyzszone w surowicy osob otytych [27,34-38],

co zwigksza ryzyko rozwoju chordb sercowo-naczyniowych [39,40].

1.3. Hemostaza

Jedng z gléwnych funkcji komorek srodbtonka naczyniowego jest kontrola hemostazy,
czyli mechanizméw obejmujacych procesy zapobiegajace wydostawaniu si¢ krwi z naczyn
krwiono$nych, zardwno w warunkach prawidtowych, jak i w przypadku ich uszkodzenia,
a jednoczes$nie zapewniajgce utrzymanie ptynnosci Krwi, poprzez regulacj¢ krzepniecia
i fibrynolizy [41]. W warunkach fizjologicznych czasteczki znajdujace si¢ na powierzchni
apikalnej komorek $rodbtonka wykazuja dziatanie przeciwzakrzepowe, zapobiegajace adhezji
ptytek krwi i leukocytow oraz aktywacji kaskady procesow prowadzacych do powstawania
skrzepu. Natomiast znajdujgce si¢ w blonie podstawnej biatka wytworzone przez komorki
srodblonka maja wilasciwosci prozakrzepowe. Aktywacja komorek $rodbtonka réwniez
jest zwigzana z wywotaniem odpowiedzi prozakrzepowej [8]. A zatem, $rodbtonek peini
kluczowa role w zachowaniu przeptywu krwi w naczyniach krwiono$nych, a w przypadku
przerwania ciggto$ci naczyn zapobiega utracie krwi poprzez utworzenie skrzepu.

Wyréznia si¢ hemostaze pierwotng i1 wtdrng. Pierwotna zwigzana jest z aktywacja,
adhezja 1 agregacja plytek krwi w miejscu uszkodzenia naczynia krwiono$nego.
Ponadto dochodzi do zwezenia naczyn krwiono$nych, co ma na celu zatrzymanie przeptywu
krwi. Hemostaza wtorna polega na aktywacji kaskady krzepnigcia oraz powstawaniu
I gromadzeniu witokien fibryny, a ostatecznie powstaniu skrzepu [42].

Podczas uszkodzenia naczyn krwionosnych dochodzi do przerwania cigglosci
srédblonka, co wigze si¢ z odslonigciem blony podstawnej. Gtownym elementem petlnigcym
role w rekrutacji ptytek krwi jest produkowany przez srodbtonek vWF [8]. VWF stabilizuje
czynnik VIII kaskady krzepnigcia, a takze oddzialuje z kolagenem w blonie podstawne]
i wigze plytki krwi poprzez receptor GPIb-IX-V. Umozliwia to oddzialywanie ptytek
bezposrednio z kolagenem oraz ich aktywacje i adhezj¢. Plytki krwi wigza si¢ z biatkami
macierzy zewnatrzkomorkowej, w tym fibronektyna, lamining i kolagenem za posrednictwem
biatlek adhezyjnych - integryn. Aktywowane ptytki krwi zmieniaja swoja morfologie
I wydzielajg ziarnisto$ci zawierajace rozne czynniki prozakrzepowe, w tym ADP, ATP,
serotoning, TxA;, VWF. Substancje te w sposob parakrynny aktywuja plytki krwi
znajdujace sie W otoczeniu, powodujgc dodatnie sprzezenie zwrotne i Sprzyjaja powstawaniu
czopu ptytkowego [41].

Rycina 1 przedstawia w sposob schematyczny role srodbtonka w procesie krzepnigcia.
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Rycina 1. Rola komoérek $rodbtonka w  procesie krzepnigcia. Przygotowano
na podstawie [41], zmienione.

Pierwszym elementem rozpoczynajacym kaskade krzepnigcia jest czynnik
tkankowy (TF) znajdujacy sie w warstwie podsrodbtonkowej, ktory jest uwalniany w wyniku
uszkodzenia naczyn. W wyniku nast¢pujacych po sobie reakcji aktywujacych kolejne etapy
kaskady krzepnigcia dochodzi koncowo do powstania trombiny, ktéra poprzez proteolize
przeksztatca fibrynogen w fibryng, ktora nastepnie polimeryzuje, a powstate wiokna wraz
z ptytkami krwi tworzg skrzep [8]. Trombina jest rowniez silnym aktywatorem ptytek
krwi [43]. Komorki §rodblonka wytwarzajg trombomoduling, ktora poprzez wigzanie krazacej

trombiny obniza jej zdolnos¢ do tworzenia fibryny [41].
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Proces rozpuszczania skrzepu, czyli fibrynoliza jest waznym elementem hemostazy,
ktérego celem jest przywrdcenie normalnego przeptywu krwi. Bialkiem odpowiedzialnym
zaten proces jest plazmina, powstajaca z plazminogenu w wyniku przeksztalcenia
przez aktywatory plazminogenu typu tkankowego t-PA oraz typu urokinazy (u-PA,
ang. urokinase-type plasminogen activator). Aktywna plazmina degraduje fibrynogen
| fibryng. Waznym negatywnym regulatorem procesu fibrynolizy jest produkowany
przez komorki srodbtonka inhibitor aktywatora plazminogenu PAI-1 [44].

1.4, Czynnik von Willebranda

Czynnik von Willebranda (vVWF) jest glikoproteing wystepujaca w postaci multimeréw
W osoczu krwi, macierzy blony podstawnej komodrek $rodbtonka, ciatkach Weibel-Palade’a
(WPBs, ang. Weibel-Palade bodies) komorek $rodbtonka i a-granulach ptytek krwi [45].
VWEF bierze udziat w hemostazie zar6wno pierwotnej jak i wtdrnej. W hemostazie pierwotne;j
powoduje aktywacje¢ plytek krwi i posredniczy w ich przytaczeniu do kolagenu. Natomiast
W hemostazie wtornej tworzy kompleks z czynnikiem VIII, co powoduje jego stabilizacje
I wydhuza czas trwania, a dzigki zdolnosci wigzania kolagenu zwicksza jego lokalne st¢zenie

w miejscu uszkodzenia naczynia krwiono$nego [46].

1.4.1. Modyfikacje potranslacyjne i multimeryzacja VWF

Gen kodujacy biatko VWF jest zlokalizowany na krotkim ramieniu chromosomu 12
i sktada si¢ z 52 eksonow o catkowitej wielkosci 178 kb [47,48]. VWF jest syntetyzowany
jako preprobiatko o masie czasteczkowej 350 kDa, zbudowane z 2813 reszt
aminokwasowych. W biatku tym wyrdznia si¢ fragment peptydowy zbudowany z 22 reszt
aminokwasowych tworzacych tzw. sekwencj¢ sygnatows, probiatko VWFpp (ang. VWF
propeptide; 741 reszt aminokwasowych) oraz dojrzaty vWF (2050 reszt aminokwasowych)
(Rycina 2)[49,50]. Po usunigciu peptydu sygnalowego w siateczce $rodplazmatycznej,
VWF tworzy dimery i w aparacie Golgiego ulega dalszym etapom modyfikacji
potranslacyjnych, dojrzewania i tworzenia multimeréow [48]. Powstajace multimery moga
sktada¢ si¢ z roznej liczby (od 2 do ponad 60) podjednostek VWF [45].

vWF ulega modyfikacjom potranslacyjnym, ktore umozliwiajg zwijanie biatka. Proces
ten zaczyna si¢ od N-glikozylacji zachodzacej w siateczce $rddplazmatyczne;.
VWF ma 16 miejsc N-glikozylacji, z czego 4 zlokalizowane sa w vWFpp, a 12 w dojrzatym
VWEF [51]. vWF zawiera wyjatkowo duzo, bo az 234 reszty cysteiny, ktora stanowi 8,2%

wszystkich aminokwasow, czyli 4-krotnie wigcej niz W przecigtnym biatku. Wigzania

19



dwusiarczkowe tworzone pomiedzy wickszoscig reszt cysteiny sa elementem koniecznym
dla prawidlowego faldowania i wydzielania biatka z komérek [52]. Powstawanie tych wigzan
jest katalizowane przez znajdujgce si¢ w siateczce $rodplazmatycznej oksydoreduktazy
tiolowe. Nast¢pnie dochodzi do powstawania dimerow pro-VWF, co dzieje si¢ przez
utworzenie trzech wigzan dwusiarczkowych na koncach C, zapewniajacych stabilnosé¢
utworzonych struktur. Kolejnym etapem modyfikacji jest O-glikozylacja zachodzaca
w aparacie Golgiego. Przylaczone reszty cukrowe moga stanowi¢ nawet 20% koncowej
masy czasteczki [51].

Nastgpnym krokiem dojrzewania VWF jest tworzenie multimetréw. Polega
to na tworzeniu wigzan dwusiarczkowych pomiedzy resztami cysteiny w domenie D3
potozonej na N-koncu dimeréw pro-vWF. vWFpp uczestniczy w prawidlowym tworzeniu
multimeré6w. Domeny D1 i1 D2 nalezagce do vWFpp oraz domena D’ nalezaca do vWF
sg konieczne do prawidlowego ulozenia dimerow pro-vWF 1 umozliwiaja utworzenie
wigzania pomiedzy nimi zgodnie z modelem zamka btyskawicznego [45]. Powstawanie
multimerow jest zwigzane z wystgpowaniem W domenach D1 i D2 vWFpp motywu CGLC,
ktory odpowiada za powstawanie mostkow dwusiarczkowych [53], dzigki czemu VWFpp
petni funkcje specyficznej wobec vWF oksydoreduktazy. Multimeryzacj¢ umozliwia
utworzenie przejsciowego wigzania pomiedzy vWFpp, a domeng D’D3 vWF [54,55].

Regulacja multimeryzacji jest zwigzana z réznym odczynem (pH) odpowiednich
przedziatbw komorkowych [56]. W $rodowisku 0 obojetnym pH w siateczce
srodplazmatyczne] dochodzi do powstawania homodimeréw vWFpp wymagajacych
wytworzenia wigzan niekowalencyjnych. Zbliza to do siebie domeny D3 i lokalizuje
W sposOb ufatwiajacy utworzenie wigzan miedzy nimi po dotarciu do aparatu Golgiego.
Natomiast w nizszym pH wystepujacym w aparacie Golgiego homodimery vWFpp ulegaja
dysocjacji, a vVWFpp wiaze si¢ nieckowalencyjnie z VWF [54].

Po powstaniu multimeréow w sieci trans aparatu Golgiego (TGN, ang. trans-Golgi
network) dochodzi do proteolizy pro-vWF, w wyniku czego powstaje VWFpp 0 masie
czasteczkowej okoto 100 kDa i dojrzaly vWF okoto 250 kDa. Reakcje te katalizuje
konwertaza zwana furyng [57,58]. VWFpp pozostaje niekowalencyjnie zwigzany z dojrzatym

vWF do momentu ich wydzielenia poza komorke, co takze zalezy od pH [59,60].
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Rycina 2. Budowa domenowa VWF i modyfikacje potranslacyjne. A) VWF wytwarzany
jest jako preprobiatko sktadajace si¢ z peptydu sygnatowego (SP, ang. signal peptide)
oraz pro-vWF, z ktorego na skutek proteolizy katalizowanej przez furyn¢ powstaje vVWFpp
i dojrzaly vWEF. B) Schematyczne przedstawienic modyfikacji  potranslacyjnych
oraz multimeryzacji vVWF. Przygotowano na podstawie [49,61].
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1.4.2. Domeny VWF i ich funkcje

Czasteczka VWF zawiera kilka homologicznych domen A-D, ktére ze wzgledu
na wystepujace miejsca oddziatywania z innymi biatkami, a takze miejsca proteolizy petnia
rézne funkcje (Rycina 3) [49]. vWFpp tworza 2 domeny D: DI i D2. Dojrzaty vWF
zbudowany jest z szeregdéw domen A i C oraz zespotéw domen D [61,62]. Miejsce przecigcia
przez furyne¢ jest zlokalizowane pomiedzy koncem domeny D2 vWFpp, a domeng D’ vWF.
Domena D3 zawiera miejsce wigzania czynnika VIII kaskady krzepniecia. Oddziatywanie
z ptytkami krwi zachodzi poprzez wigzanie receptora GPIba w domenie Al [63]
oraz integryn w domenie C4 [64]. vWF wiaze kolagen typu IV oraz VI w domenie Al,
a kolagen typu | oraz Il wdomenach Al i A3 [49]. Funkcje hemostatyczne vWF moga
by¢ hamowane w wyniku wigzania heparyny w domenie Al, w miejscu znajdujacym si¢
niedaleko wigzania receptora GPIba ptytek krwi. Heparyna wykazuje wysokie powinowactwo
do VWF, a jej przytaczenie obniza zdolno$¢ vWF do wigzania ptytek krwi [50].

Podczas dimeryzacji wigzania dwusiarczkowe tworzg si¢ z udziatem reszt cysteinowych
w znajdujacej si¢ na C-koncu domenie CTCK (ang. C-terminal cysteine knot), a podczas
multimeryzacji w domenie D3. Wtasciwos$ci prozakrzepowe wydzielonych multimerow VWF
zaleza od ich dlugosci. Metaloproteinaza ADAMTS13 reguluje wielkosci multimeréw
poprzez ich fragmentacje na drodze proteolizy w obrebie domeny A2 VWF. Jest to jeden

z mechanizméw regulacji krzepnigcia krwi [65].
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Rycina 3. Organizacja domen vVWF z uwzglednieniem miejsc bioracych udzial w regulacji
struktury biatka oraz oddziatywaniach funkcjonalnych. Przygotowano na podstawie [61].
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1.43. Magazynowanie czynnika von Willebranda w cialkach

Weibel-Palade’a

VWF jest magazynowany w komorkach srodblonka w WPBs oraz w ptytkach krwi
i megakariocytach w a-granulach. Powstawanie WPBs zachodzi tylko w przypadku
wytwarzania VWF [49,66]. WPBs majg charakterystyczny ksztalt pateczki, co jest
spowodowane obecnoscig Struktur o ksztalcie rurki tworzonych przez VWF. Podczas
multimeryzacji VWF ulega znacznej zmianie organizacji umozliwiajacej jego Sciste
upakowanie w WPBs, co pozwala nanawet 100-krotne skompresowanie biatka [67].
Konieczna do tego jest obecnos¢ vWFpp. Dochodzi do utworzenia helikalnej rurki, ktorej
srodek stanowig domeny D’D3 oddziatujace migdzy sobg (Rycina 4). Pozostale domeny

biatka sg skierowane na zewnatrz helisy tworzac regularne odstgpy pomigdzy helisami [45].
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Rycina 4. Schematyczne przedstawienie helikalnego utozenia multimerow vWF podczas
upakowywania w WPBs. Przygotowano na podstawie [68], zmienione.

vWFpp i vWF stanowig ponad 95% zawartosci WPBs [69], jednakze WPBs magazynuja
rowniez inne biatka zwigzane =z procesem krzepnigcia 1 stanem zapalnym,
w tym np. P-selektyne, t-PA, IL-8, MCP-1, angiopoetyng-2, czy tez w niektorych rodzajach
srodbtonka czynnik VIII [70-72]. Powstale WPBs sg obecne w komorce przez co najmniej
24 h od powstania [73-75]. W odpowiedzi na specyficzne bodzce zewn¢trzne w komorkach
srodbtonka mogg powstawaé WPBs roznigce si¢ zawarto$cig [76,77]. W obecnosci cytokin
prozapalnych dochodzi do zwigkszonej syntezy niektorych z biatek m.in. IL-8, IL-6, MCP-1,

eotaksyny, w wyniku czego s3 one magazynowane w nowo powstajagcych WPBs w sposob
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przypadkowy [70]. Natomiast P-selektyna oddziatuje bezposrednio z vWF, co moze
determinowac jej specyficzne magazynowanie w WPBs [78,79].

Do utworzenia WPBs konieczna jest obecnos¢ w btonie TGN klatryny oraz kompleksu
biatek adaptorowych AP-1 (ang. adaptor protein 1). Podczas procesu dojrzewania WPBs
dochodzi do dotgczenia kolejnych bialek [76]. WsSrod nich wazne jest CDG63,
ktore jest aktywatorem i regulatorem funkcji P-selektyny [80]. AnxA8 uczestniczy w procesie
dojrzewania WPBs poprzez dostarczanie CD63 [81]. Dojrzewanie WPBs jest zwigzane
rowniez z obnizeniem pH do okoto 5,5 oraz zwigkszeniem st¢zenia jondw wapnia wewnatrz

WPBS, co umozliwia $ciste upakowanie vWF [62,67,82—86].

1.4.4. Woydzielanie czynnika von Willebranda

Wyréznia si¢ 3 sposoby wydzielania vVWF z komorek s$rodblonka: konstytutywne,
podstawowe 1 regulowane. Wydzielanie konstytutywne przebiega bez udziatu WPBs
i wwarunkach normalnych jest znikome [87]. Zaobserwowano je doswiadczalnie
w warunkach zaburzonego powstawania WPBs w komoérkach pozbawionych Klatryny
lub braku oddziatujacego z klatryng kompleksu biatek adaptorowych AP-1 [88]. Wydzielenie
podstawowe zachodzi spontanicznie w komorkach s$rodbtonka i zapewnia podstawowy
poziom VWF we krwi [74]. Moze wynika¢ z przypadkowego przemieszczania si¢ WPBs
w komoérce [89]. Wydzielanie regulowane ma miejsce w przypadku aktywacji komorek
przez agoniste, np. trombing, histaming, adrenaling [90]. Konstytutywne wydzielanie
zachodzi po stronie bazalnej komorki. Natomiast wydzielanie podstawowe i regulowane
w wigkszosci zachodzi w kierunku apikalnym, czyli do $wiatta naczynia krwiono$nego [91].

WPBs po odlaczeniu od TGN oddziatuja z mikrotubulami 1 przemieszczaja
si¢ na obrzeza komorki [76]. Nastepnie dochodzi do przylaczenia WPBs do filamentow
aktynowych, co wymaga udziatu biatek Rab27a, MyRIP oraz miozyny Va (MyoVa) [92,93]

Regulowane wydzielanie WPBs jest stymulowane przez agonistow aktywujacych
receptory sprzgzone z biatkami G (GPCRs, ang. G protein coupled receptors) i w efekcie
powodujacych wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia lub cyklicznego AMP
(CAMP) [90]. Czgs¢ poznanych mechanizmow wydzielania jest wspolna dla obu typow
agonistow, ale nadal wiele szczegotéw roznigcych oba procesy nie jest wyjasnionych [76].
Histamina i trombina powoduja znaczne wydzielenie WPBs aktywujac Sciezke sygnatowa
zwigzang z jonami wapnia. Natomiast forskolina poprzez aktywacje cyklazy adenylanoweyj,
prowadzi do zwigkszenia stezenia CAMP, podobnie jak ma to miejsce w przypadku aktywacji

receptoréw adrenergicznych typu B2 przez adrenaling, i powoduje wydzielenie wybranych
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frakcji WPBs na obrzezach komorki [94]. Waznym elementem biorgcym udzial
w wydzielaniu WPBs jest wtasciwa organizacja cytoszkieletu [92,95]. Zaburzenia organizacji
mikrotubul hamujg wydzielanie stymulowane na drodze zaleznej od jonow wapnia,

ale nie majg wptywu na wydzielanie zalezne od CAMP [94].

Apikalna btona komdrkowa

Pierscien
aktynowy

Mikrotubule

Klnezyna \/
komorkowe

ﬂ
/ Aparat Golgiego Rab27a @

Rab3B/D @
/ S|ateczka $rodplazmatyczna

Rycina 5. Schemat wydzielania WPBs z komorek $rodbtonka. 1) Do utworzenia WPBS
w TGN konieczny jest udziat klatryny i AP-1. 2) Dojrzewanie WPBs zwigzane
jest z dotgczaniem réznych biatek. 3) Przylaczenia WPBs do blony komoérkowe;.
4) Fuzja WPBs z btong komorkows. 5) Potaczenie si¢ WPBs zachodzi z udziatem VAMPS8
I syntaksyny-3. 6) Pierscien aktynowy umozliwia efektywne wydzielenie zawartosci WPBs.
Przygotowano na podstawie [96], zmienione.

Wydzielanie WPBs zachodzi wieloetapowo (Rycina 5). Do tej pory zidentyfikowano
cze$¢ biatek zaangazowanych w ten proces, wsrod nich mate biatka wigzace GTP nalezace
dorodzin Rab, Ral, Rho, m.in. RalA [32], ale lista ta jest dtuzsza. Biatko Muncl3-4
uczestniczy w przytaczaniu WPBs do blony komoérkowej poprzez oddziatywanie
z kompleksem utworzonym przez anecksyne (Anx, ang. annexin) A2 i biatko
S100A10 [97-99]. Proces fuzji btony WPBs z btong komorkowsa jest zalezny od biatek
SNARE (ang. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor),
w tym biatek znajdujacych si¢ na WPBs v-SNARE (ang. vesicle SNARE) oraz na docelowej
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btonie komorkowej t-SNARE (ang. target SNARE). Dochodzi do utworzenia kompleksu
sktadajacego si¢ z biatka v-SNARE VAMP3 (ang. vesicle-associated membrane protein 3)
i bialek znajdujgcych si¢ na blonie komoérkowej SNAP23 (ang. synaptosomal-associated
protein 23) oraz jednego z bialek z rodziny synakstyn (syntaksyny 2, syntaksyny 3
lub syntaksyny 4) [100-103].

Podczas wydzielania dochodzi do fuzji blony WPBs z btong komdrkowa, co powoduje
uwolnienie zgromadzonej zawartosci. W odpowiedzi na stymulacje wydzielenie zachodzi
W czasie krotszym niz 10 sekund, a sam proces Wwydzielania trwa mniej
niz 1 sekunde [82,104]. W momencie utworzenia pora fuzyjnego i kontaktu z neutralnym pH
wystepujacym w przestrzeni pozakomorkowej, multimery vWF $cisle upakowane w postaci
tubularnych helis w WPBs ulegaja naglemu rozwinigciu [67,82]. Dochodzi woéwczas
do natychmiastowego odtaczenie vWFpp od vWF, do tej pory zwigzanego nickowalencyjnie.
Odtaczenie vWFpp powoduje zmiang struktury multimeréw vWF i umozliwia ich rozwinigcie
i uzyskanie wlasciwej konformacji w krwiobiegu [67,105]. WPBs mogg by¢ wydzielane
pojedynczo poprzez fuzje z blong komdrkowa, badz tez moze dochodzi¢ do poprzedzajacego
wydzielenie potgczenia si¢ wielu WPBS wewnatrz komorki [76].

Ponadto mate biatka mogg by¢ wydzielane z WPBs w sposob selektywny. Tak dzieje
si¢ w przypadku utworzenia pora fuzyjnego o stosunkowo matej srednicy wynoszacej okoto
12 nm. Ze wzgledu na rozmiar vWFpp 1 vWF biatka te pozostaja wowczas w WPBs,
natomiast dochodzi do wydzielenia m.in. IL-8, a takze znajdujacego si¢ w btonie CD63. Taka
sytuacja zachodzi szczegélnie w przypadku stymulacji komorek $rodbtonka agonistg
w niskim stezeniu 1 moze by¢ mechanizmem kontroli odpowiedzi prozapalnej, stuzacej

ograniczeniu ryzyka tworzenia zakrzepow [69].

1.5. Kwas palmitynowy

Jednym z kluczowych czynnikow powodujacych komplikacje zwigzane z rozwojem
stanu zapalnego 1 zaburzen metabolizmu lipidow obserwowane u o0s6b otylych
jest zwigkszone stezenie wolnych kwasow tluszczowych (FFA, ang. free fatty acids)
[106-109]. Zwiazki te sg uwalniane z tkanki tluszczowej, a takze pochodza z diety.
Szczegoblne istotne znaczenie W kontekscie dysfunkcji srodbtonka ma kwas palmitynowy (PA,
ang. palmitic acid; 16:0).

PA jest FFA wystepujacym w osoczu krwi w najwyzszym st¢zeniu [110], stanowigc
okoto 25-30% wszystkich FFA 1 65% nasyconych kwasow tluszczowych (SFA,
ang. saturated fatty acids) [111-113]. U osob otylych stezenie PA jest zwigkszone nie tylko
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w osoczu [114], ale tez w ptynie moézgowo-rdzeniowym [115]. Wysokie stezenie PA
W osoczu wykazano takze u kobiet w cigzy ze stwierdzong cukrzycg cigzowa [116].

Zwigkszenie st¢zenia FFA w osoczu u oséb z otylosciag wynika ze zwigkszonej lipolizy
triacylogliceroli nagromadzonych w tkance tluszczowej do wolnych kwasow thuszczowych
i glicerolu [117]. Szczegoblnie istotna w rozwoju zaburzen metabolicznych wydaje si¢ trzewna
tkanka tluszczowa, ktora stale uwalnia FFA do osocza [118]. Dodatkowo cukry przyjmowane
w nadmiarze w diecie sg wykorzystywane jako substrat w procesic lipogenezy,
co doprowadza do akumulacji triacylogliceroli [119-122]. PA jest takze dostarczany
egzogennie w diecie (Tabela 2) [123,124], lecz ma to stosunkowo mniejszy wptyw na jego
stgzenie W 0soczu [111,125].

Zwigkszone stezenie krazacego w krwiobiegu PA jest zwigzane z wigkszym ryzykiem
rozwoju insulinoopornosci i cukrzycy typu 2 [122,126], a takze chordb
sercowo-naczyniowych, w tym choroby niedokrwiennej serca i udaru [127]. Podobng
zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku innych SFA zbudowanych z parzystej liczby wegli,
takich jak kwas mirystynowy (14:0) i kwas stearynowy (18:0) [126,127], przy czym PA
masposrod  nich  najwigkszy  udziat w  rozwoju  chorob  metabolicznych

I sercowo-naczyniowych [127].

Tabela 2. Zawartos¢ PA w niektérych olejach i thuszczach pochodzenia ro$linnego
I zwierzgcego wyrazona jako % catkowitej ilosci kwasow tluszczowych (FA, ang. fatty
acids) [125].

Zrédta roslinne % FA
Olej palmowy 40,1-47,5
Masto kakaowe 25,4
Oliwa z oliwek 7,5-20,0
Olej kokosowy 8,2
Olej Iniany 4,0-7,0
Olej rzepakowy 1,5-6,0
Olej stonecznikowy 5,4-5,9
Zrédla zwierzece % FA
Smalec 21,07
Masto 20,86
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Wptyw PA na metabolizm i funkcje réznych typow komoérek, w tym komorek
srodbtonka, jest przedmiotem wielu badan prowadzonych in vivo i invitro w licznych
laboratoriach na §wiecie. Wykazano, ze zwigzek ten indukuje insulinoopornos¢ [128-132],
zwigksza wytwarzanie reaktywnych form tlenu (RFT) [133-135], moduluje metabolizm
mitochondriow [136], stymuluje rozwoj stanu zapalnego [131,137-141] i moze indukowaé
apoptoze [137,142]. Efekty te sg niejednakowe we wszystkich narzadach, atakze zaleza
od st¢zenia PA i czasu ekspozycji komorek na ten zwigzek. Ze wzgledu na rozwoj chordob

sercowo-naczyniowych szczegoélnie istotne skutki dziatania PA dotycza komorek srodbtonka.

1.6. Receptory Toll-like (TLR)

Receptory TLR (ang. Toll-like receptors) nalezg do receptorow rozpoznajacych wzorce
(PRRs, ang. pattern recognition receptors) i uczestniczg W nieswoistej (wrodzonej)
odpowiedzi immunologicznej. Biatka te majg zdolno$¢ do wykrywania patogenéw poprzez
rozpoznawanie  molekularnych ~ wzorcow  zwigzanych z  patogenami  (PAMP,
ang. pathogen-associated molecular patterns), ktore sa elementami ich budowy,
a takze endogennych czasteczek powstatych w wyniku uszkodzenia tkanek, czyli DAMP
(ang. damage-associated molecular patterns). Wigzanie liganda przez TLR aktywuje $ciezki
sygnatowe prowadzace do wytwarzania cytokin i chemokin prozapalnych, ktére aktywuja
I reguluja odpowiedz zapalng [143]. TLR sa receptorami transbtonowymi, w ktorych
wyrdznia si¢ domen¢ zewnatrzkomérkowa zawierajaca powtdrzenia bogate w leucyne
(LRR, ang. leucine rich repeats) odpowiadajaca za identyfikacj¢ i wigzanie ligandow
oraz wewnatrzkomorkowa domene sygnatlowa TIR (ang. Toll-IL-1 receptor), potaczone
transbtonowg helisg.

U czlowieka zidentyfikowano dziesie¢ rodzajow receptorow TLR. Wystepuja
one W komorkach uktadu odpornosciowego, w tym W zwigzanych z odpowiedzig nieswoistg
makrofagach, komodrkach dendrytycznych oraz zwigzanych z odpowiedzig swoistg
limfocytach, a takze w komodrkach nabtonka, $rodbtonka, czy tez w fibroblastach.
Na podstawie lokalizacji TLR w komorce, co jest rowniez zwigzane z ich funkcja, wyrdznia
si¢ receptory wystepujace w blonie komoérkowej oraz wewnatrzkomoérkowe, wystepujace
w endosomach. Receptory zlokalizowane w btonie komodrkowej, w tym TLR1, TLR2, TLR4,
TLRS, TLR6, TLR10, odpowiadaja za rozpoznawanie sktadnikow budowy
mikroorganizmow, czyli peptydoglikandow, lipopolisacharydéw, lipoprotein pochodzacych
ze sciany komorkowej iotoczki bakterii. Receptory zlokalizowane w endosomach,

wtym TLR3, TLR7, TLRS8, TLRY, rozpoznaja kwasy nukleinowe pochodzace
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z patogenow [143,144]. Niektore z nich, w tym TLR2 i TLR4, maja zdolno$¢ do wigzania

réznych ligandow [145]. W Tabeli 3 przedstawiono specyficznie rozpoznawane ligandy TLR.

Tabela 3. Charakterystyka TLR cztowieka z uwzglednieniem lokalizacji, specyficznych
ligandow oraz bialek adaptorowych i efektorowych (IFN-interferon;, EDA, ang. extra

domain A) [146-149].

Bialka Bialka
TLR |Lokalizacj Ligandy PAMP Ligandy DAMP
oalizacja igandy igandy adaptorowe |efektorowe
lipoproteiny, .
TLR2/1 bi,ona triacylowane nieznane TIRAP/MyD88 cytokiny
komorkowa . prozapalne
lipopeptydy
lipoproteiny, biatka szoku
btona kwas lipotejchojowy, cieplnego, cytokiny
. TIRAP/MyD
TLR2/6 komorkowa peptydoglikan, HMGBL, /MyD88 prozapalne
zymosan kwas hialuronowy
- cytokiny
TLR3 biona, dWUﬂI(?IOW’e RNA MRNA TRIF prozapalne,
endosomow WIirusow
IFN typu |
biatka szoku
cieplnego,
btona HMGBL,
, B-defensyna 2, cytokiny
k k . i TIRAP/MyD8S8,
TLR4 | OTOTEOWE, lipopolisacharyd (LPS)| domena EDA y prozapalne,
btona . TRAM/TRIF
, fibronektyny, IFN typu |
endosomow .
fibrynogen,
kwas hialuronowy,
siarczan heparanu,
btona . HMGB1, domena cytokiny
TLRS komorkowa flagellina EDA fibronektyny MyD88 prozapalne
. - male jadrowe cytokiny
I RNA
TLRY7 en dt:):;rié Jednocvlglc;vg/vev RNA MyD88 prozapalne,
W (U11snRNA) IFN typu |
. - cytokiny
TLR8 bkma, Jednom.c '°",Ve RNA nieznane MyD88 prozapalne,
endosomoéw WIrusow
IFN typu |
blona niemetylowane cytokiny
TLR9 , | sekwencje CpG DNA, nieznane MyD88 prozapalne,
endosomow . .
hemozoina Plasmodium IFN typu |
TLR10 b%,ona . Plaﬂ(o nieznane MyD88 cytokiny
komorkowa profilinopodobne prozapalne
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Rycina 6. Schemat szlaku sygnatowego TLR. Przygotowano na podstawie [150], zmienione.

Rozpoznanie 1 zwigzanie liganda przez TLR umozliwia dimeryzacj¢ receptorow,
a przez to ich aktywacj¢. TLR2 tworzy heterodimery z TLR1 lub TLR6, natomiast pozostale
TLR tworzg homodimery. Dimeryzacja TLR umozliwia oddzialywanie pomigedzy domenami
TIR receptorow 1 bialek adaptorowych, a w konsekwencji utworzenie kompleksu
sygnatowego. W zalezno$ci od liganda, rodzaju aktywowanego TLR i biatka adaptorowego
dochodzi do aktywacji roznych szlakow sygnatowych (Tabela 3 i Rycina 6).

Biatko adaptorowe MyD88 (ang. myeloid differentiation primary-response protein 88)
bierze udzial w przekazywaniu sygnatu od wszystkich TLR, z wyjatkiem TLR3. Biatka TLR2
i TLR4 wymagaja dodatkowo udziatu biatka adaptorowego TIRAP
(ang. TIR domain-containing adaptor protein), ktore posredniczy w oddziatywaniu z biatkiem
MyD88. Nastgpnie dochodzi do rekrutacji IRAK (ang. interleukin-1 receptor-associated
kinase) 4, IRAK 1, IRAK 2. W wyniku fosforylacji IRAK 1 zostaje uwolnione z kompleksu
do cytoplazmy, gdzie wigze si¢ do TRAF 6. Powoduje to tworzenie kompleksu TAK 1
z TAB, co z kolei aktywuje kinazy MAP (ang. mitogen-activated protein) oraz kinazy IKK

(ang. IxB kinase), czyli kinazy inhibitora czynnika transkrypcyjnego NF-xB (ang. nuclear
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factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) IxkB. Kinazy MAP przez aktywacj¢
p38 i INK przekazuja sygnat do czynnikéow transkrypcyjnych CREB (ang. CAMP-responsive
element) i AP-1 (ang. activator protein-1). Kompleks kinaz IKK katalizuje reakcje
fosforylacji IkB, co umozliwia jego ubikwitylacj¢ i degradacje. W konsekwencji dochodzi
do uwolnienia czynnika transkrypcyjnego NF-xB, ktory ulega przemieszczeniu do jadra.
Sciezka sygnatowa zalezna od biatka MyD88 prowadzi do zwickszenia ekspresji genow
kodujacych m.in. cytokiny prozapalne, w tym TNF-a, interleukiny, MCP-1. W przypadku
TLR7, TLR8, TLR9 aktywacja $ciezki zaleznej od MyD-88 prowadzi do zwiekszonego
wytwarzania interferondw typu I, ale takze cytokin prozapalnych.

Biatko adaptorowe TRIF (ang. TIR domain-containing adaptor protein inducing IFN-5)
bierze udziat w przekazywaniu sygnalu wytacznie od TLR3 i TLR4. W tym mechanizmie
TLR4 wymaga udziatu biatka adaptorowego TRAM (ang. TRIF-related adaptor molecule).
Nastgpnie oddziatywanie TRIF z TRAF 3, poprzez aktywacj¢ kinaz IKKe i TBK1 powoduje
fosforylacje i przemieszczenie do jadra czynnikow transkrypcyjnych IRF (ang. interferon
regulatory factor) 3 i IRF 7. Zalezna od TRIF $ciezka sygnatowa prowadzi do zwigkszenia

ekspresji genow kodujacych interferony typu I [144,145,151].

1.7. Czynnik transkrypcyjny NF-kB

Czynnik transkrypcyjny NF-kB pelni kluczowa role w regulacji ekspresji genoéw
zwigzanych z odpowiedzig zapalng 1 odpornosciowa, a takze proliferacja komorek 1 apoptoza
w odpowiedzi na bodzce naturalne lub czynniki stresowe. Rodzing NF-xB tworzy 5 biatek:
NF-kB1/p50, NF-kB2/p52, RelA/p65, RelB oraz c-Rel, ktore funkcjonuja jako 15 roznych
dimerow [152]. Regulacja transkrypcji gendéw zaleznych od NF-«kB nastepuje poprzez
przylaczenie dimeru do wlasciwej sekwencji nukleotydowej w czasteczce DNA.
Charakterystyczna w budowie biatek NF-kB jest obecno$s¢ domeny RHD (ang. Rel homolog
domain), ktora odpowiada za wigzanie DNA, tworzenie dimeréw, a takze oddzialywanie
z inhibitorem IxB. Ponadto biatka bedgce prekursorami p50 i p52, czyli odpowiednio p105
i pl00 majg naC-koncu fragment podobny do IkB, a zatem hamujacy aktywnos¢
NF-kB [153]. W stanie nieaktywnym dimery NF-kB lokalizuja si¢ w cytoplazmie w wyniku
wigzania z inhibitorami IkB. Przylaczony IkB maskuje sekwencj¢ NLS (ang. nuclear
localization sequence) warunkujaca lokalizacj¢ jadrowg. W wyniku odtgczenia kB, NF-«kB
zostaje uwolnione, aNLS ulega odstonieciu, co umozliwia przemieszczenie do jadra
I regulacje ekspresji genow [154]. RelA/p65, RelB i c-Rel maja domen¢ TAD (ang.
transcription activation domain), ktéra odpowiada za aktywacje transkrypcji genow [155].
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Aktywacja NF-xB nastepuje w odpowiedzi na szereg bodzcoéw, m.in. ligandow
aktywujacych receptory PRRs, w tym z rodziny TLR, receptory TNF-a TNFRSF (ang. tumor
necrosis factor receptor superfamily), TCR (ang. T-cell receptor) limfocytow T, BCR
(ang. B-cell receptor) limfocytow B. Wyrdznia si¢ kanoniczng (klasyczng) i niekanoniczng
(alternatywng) S$ciezke aktywacji NF-kB (Rycina 7). Kanoniczna aktywacja zachodzi
z udzialem kompleksu kinaz IKK. Aktywacja sygnatu prowadzi do fosforylacji IxB,
a w konsekwencji uwolnienia NF-kB. Nastepnie dochodzi do ubikwitylacji i degradacji IxB
przez proteasom. Kanoniczna aktywacja zachodzi gltownie z udzialem dimerow p50/p65
I p50/c-Rel. Alternatywna aktywacja ma miejsce w odpowiedzi na tylko niektore ligandy,
w tym wybrane cytokiny aktywujace receptory z rodziny TNFRSF. W przekazywaniu
sygnatu uczestniczy kinaza NIK (ang. NF-xB-inducing kinase), ktora katalizuje reakcje
fosforylacji IKKa. Nastepnie dochodzi do fosforylacji biatka pl00, co umozliwia
jego ubikwitylacje, a w konsekwencji selektywng degradacje C-konca podobnego do IkB,
funkcjonujacego jako inhibitor. Wéwcezas biatko prekursorowe pl00 zostaje przeksztatcone

w biatko p52, a dimer p52/RelB ulega przemieszczeniu do jadra [153].

Kanoniczna Alternatywna
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Rycina 7. Schemat kanonicznej i alternatywnej aktywacji szlaku sygnatowego NF-kB.
Przygotowano na podstawie [156], zmienione.
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Zwigkszenie ekspresji genéw na skutek aktywacji NF-kB zalezy od rodzaju bodzca
udzialu wiasciwej $ciezki  sygnalowej. Ponadto NF-kB podlega modyfikacjom
potranslacyjnym wptywajacym na jego aktywnos¢, sposrdd ktorych fosforylacja wydaje
si¢ najistotniejsza. W zalezno$ci od miejsca w czasteczce NF-kB fosforylacja ma wplyw
najego oddzialywanie z innymi biatkami, stabilno$§¢ i umozliwia selektywng aktywacje¢
transkrypcji wybranych genéw [157].

Waznymi genami regulowanymi przez NF-kB s3 geny kodujace TNF-a, interleukiny,
biatka adhezyjne ICAM-1, VCAM-1, metaloproteinazy MMP (ang. matrix
metalloproteinase) 2, MMP-9 i indukowalng syntaz¢ tlenku azotu (iNOS). Dodatkowo
aktywowana jest ekspresja genu kodujacego IkB, co stanowi negatywny mechanizm

regulacji $ciezki NF-kB.
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2. Zalozenia i cele pracy

Nieprawidlowosci w funkcjonowaniu $rodbtonka naczyn krwionosnych sa jednym
z poczatkowych zaburzen sercowo-naczyniowych towarzyszacych otytosci. Jednym
Z parametrow zmienionych u 0sob otytych jest zwigkszone st¢zenie kwasoéw thuszczowych
W 0s0CczU. Szczegbdlne znaczenie w tym konteks$cie ma PA, ktory wystepuje w najwyzszym

stezeniu oraz wykazuje dzialanie prozapalne.

Czynnik von Willebranda (VWF) jest wydzielany przez komorki $rodbtonka
naczyniowego na skutek aktywacji. U osob otylych st¢zenie tego czynnika w 0soczu jest
podwyzszone, CO ze wzgledu na jego prozakrzepowe dziatanie przynajmniej cze$ciowo moze
by¢ zwigzane z rozwojem zaburzen Sercowo-naczyniowych. Jednakze mechanizm
biochemiczny lezacy u podstaw tych zmian, a zwlaszcza potencjalna rola kwasow

thuszczowych w regulacji zwigkszonego stezenia vWF nie sa poznane.

W zwiazku z rozwojem odpowiedzi prozapalnej wywolanej przez PA istotny wydaje si¢
udzial czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Dane literaturowe wskazuja na mozliwy udzial
zar6wno receptorow TLR2, jak i TLR4, ale takze innych mechanizméw w aktywacji

odpowiedzi komorek na PA.

W niniejszej pracy celem byto scharakteryzowanie odpowiedzi komorek $rodbtonka
na PA, w takich warunkach, by dochodzito do zwigkszenia ilo$ci biatek adhezyjnych, co jest
typowa odpowiedzig srédbtonka na stres, ale nie powodowato zmniejszonej przezywalnosci
komorek. Taka strategia pozwala na obserwacje odpowiedzi komorek w stosunkowo
tagodnych warunkach, w ktorych jak mozna przypuszczac, zminimalizowane byty inne efekty

np. zwigzane Z apoptoza.

A zatem, celem badan przedstawionych w niniejszej rozprawie bylo ustalenie czy,
ajezeli tak, to w jaki sposob, PA wptywa na wydzielanie vVWF przez ludzkie komorki

srodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC).
Cele szczegbdtowe niniejszej pracy obejmowaly:
1. Zbadanie wplywu PA na wytwarzanie i wydzielanie vWF w komorkach HUVEC.
2. Zbadanie wptywu PA na potencjalne mechanizmy regulujace wydzielanie vWF.

3. Zbadanie wptywu PA na $ciezke sygnalowa NF-kB oraz wybrane receptory TLR
w komorkach HUVEC 1 sprawdzenie, czy biorg udziat w zaleznym od PA

zwiekszeniu wytwarzania VWF.
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3. Materialy i metody

3.1. Warunki hodowli komoérek HUVEC

Wszystkie do§wiadczenia prowadzono z wykorzystaniem ludzkich pierwotnych komorek
srodbtonka zyty pepowinowej (HUVEC, ang. Human Umbilical Vein Endothelial Cells;
PCS-100-013; ATCC). Komoérki hodowano W pozywce przeznaczonej do tych komorek
EBM-2 (Lonza) uzupetnionej EGM-2 (Lonza), zawierajacym 2% ptodowej surowicy bydlecej
(FBS, ang. foetal bovine serum) oraz hydrokortyzon, ludzki czynnik wzrostu fibroblastow
(hFGF, ang. human fibroblastic growth factor), VEGF, rekombinowany analog ludzkiego
insulinopodobnego czynnika wzrostu (R3-IGF-1, ang. R3-insulin-like growth factor-1),
kwas askorbinowy, ludzki czynnik wzrostu naskorka (hEGF, ang. human epidermal growth
factor), heparyne, gentamycyng i amfoterycyne.

Hodowlg prowadzono w temperaturze 37°C przy wilgotnosci 95% 1 w obecnosci
5% CO,. Komoérki pasazowano W stosunku 1 do4 po osiagnieciu 70-80% konfluencii,
czylico 2 dni, wykorzystujac w celu ich odklejenia od poditoza 0,025% trypsyne
(Trypsin/EDTA, Lonza), a nastgpnie roztwor hamujacy jej aktywnos$¢ (TNS, ang. Trypsin
Neutralizing Solution; Lonza). Zawiesing komorek wirowano przez 3 minuty
przy przyspieszeniu 200 X g i zawieszano w pozywce, a nastgpnie wysiewano. Doswiadczenia
wykonywano z wykorzystaniem komorek z pasazu 4-5.

Czas i1 warunki hodowli ustalono na podstawie doswiadczen LoMonaco
i Lowentein [158] przeprowadzonych w celu optymalizacji warunkow wydzielania vWF.
Do$wiadczenia prowadzono z wykorzystaniem komorek hodowanych na szalkach pokrytych
kolagenem | (Sigma-Aldrich). Czas hodowli od wysiania komorek do zakonczenia
doswiadczenia wynosit 10 dni. Do doswiadczen wykorzystywano hodowle w  stanie

100% konfluencji, co nastepowato w ciggu 2 dni od wysiania komorek.

3.2. Doswiadczenia z wykorzystaniem kwasu palmitynowego

3.2.1. Przygotowanie kompleksu kwasu palmitynowego z albumina

Kompleks PA z albuming surowicy bydlecej (BSA, ang. bovine serum albumin)
przygotowywano wykorzystujac zmodyfikowang metod¢ Cousin i wsp. [159]. Zawiesing PA
w 0,1 M NaOH ogrzewano w lazni z wytrzagsaniem w temperaturze 70°C do momentu
uzyskania klarownego roztworu o koncowym stezeniu PA wynoszacym 100 mM.

Jednoczesnie przygotowywano 10% roztwdr wolnej od kwaséw thuszczowych BSA

35



(Sigma-Aldrich) rozpuszczonej w PBS. Nastepnie do roztworu BSA ogrzanego do 52°C
I intensywnie mieszanego dodawano stopniowo kroplami PA. Uzyskiwano w ten sposob
kompleks o nominalnym stezeniu PA wynoszagcym okolo 25 mM. Preparat filtrowano
dwukrotnie przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,45 pm, anastepnie dzielono
na mniejsze porcje w celu uniknigcia wielokrotnego rozmrazania i przechowywano
w temperaturze -20°C. Roztwor wykorzystywano w ciggu roku od przygotowania.

Komoérki inkubowano przez 6, 24 lub 48 godziny w obecnosci 100 Iub 200 uM PA.
Informacja na temat czasu inkubacji i stezenia jest podana na rycinach lub w legendach
do rycin. W przypadku inkubacji trwajacych 48 h po uptywie 24 h pozywke wymieniano
na §wieza rowniez zawierajacg PA. Komorki kontrolne inkubowano w obecnosci roztworu

BSA w stezeniu odpowiadajacym BSA w kompleksie z PA.

3.2.2. Oznaczanie stezenia kwasu palmitynowego

W przefiltrowanym preparacie kompleksu PA z BSA oznaczano rzeczywiste stezenie
kwasu ttuszczowego z wykorzystaniem Non-Esterified Fatty Acids (NEFA) Assay (Randox)
zgodnie z instrukcjg producenta. Stezenie PA wyznaczano na podstawie krzywej wzorcowej
przygotowanej z wykorzystaniem standardu NEFA dostarczonego przez producenta.
Do probowek zawierajacych 1 ml R1 pipetowano odpowiednio H,O, standard NEFA (25, 50,
100 pl) oraz odpowiednio rozcienczony (10 do 20-krotnie) uzyskany PA. Roztwory
inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37°C, dodawano 2 ml R2 i1 ponownie
inkubowano przez 10 minut w temperaturze 37°C. Nast¢pnie przeprowadzano pomiar
absorbancji z wykorzystaniem spektrofotometru Hitachi U-2900 przy dtugosci fali 550 nm.

Uzyskiwane roztwory PA miaty st¢zenie mieszczace si¢ miedzy 7,94 mM a 12,21 mM.

3.3. Inhibitory

W celu identyfikacji $ciezki sygnatowej aktywowanej przez PA zastosowano inhibitory
przedstawione w Tabeli 4. Inhibitory kardamonina i TAK-242 zostaly wybrane w oparciu
0 doswiadczenia z wykorzystaniem komérek HUVEC traktowanych PA [140]. Inhibitory
byly rozpuszczane w DMSO, w zwigzku z czym w probach kontrolnych komorki
inkubowano w obecnosci 0,1% DMSO, takiego samego jakie stosowano w probach
z inhibitorami. Komorki inkubowano w obecnoéci inhibitoréw przez 1 h przed dodaniem PA,

a nastgpnie przez caty czas inkubacji jednocze$nie z PA.

36



Tabela 4. Inhibitory wykorzystane w dos§wiadczeniach.

Nazwa o Numer katalogowy Stezenie
inhibitora (producent) 6h 48 h
kardamonina . .
(CARD) NF-xB C8249 (Sigma-Aldrich) 20 pM 5uM
HY-100461
c29 TLR2 (MedChemExpress) 100 uM
TAK-242 TLR4 614316 (Calbiochem) 20 uM

3.4. Stymulacja receptorow TLR2

Komorki inkubowano przez 48 h w obecnosci 200 uM PA, a nast¢pnie ha 2 h podawano
peptydoglikan z Bacillus subtilis (69554, Sigma-Aldrich) w stezeniu 10 pg/ml. Proby
izolowano w TRI-Reagent i analizowano zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale
3.12. (Badanie ekspresji genow) w celu zbadania ekspresji genu TNF na skutek
aktywacji TLR2.

3.5. Transfekcja komorek siRNA

W celu wyciszenia genow TLR2 i TLR4 zastosowano metode transfekcji siRNA
(ang. small interfering RNA). Sekwencje nukleotydowe wykorzystanych w tym celu siRNA
(Invitrogen) zamieszczono w Tabeli 5. Komorki wysiewano 24 h przed transfekcja,
tak aby w momencie transfekcji ich konfluencja wynosita okoto 100%. siRNA dostarczano
do komorek za pomoca odczynnika jetPRIME (Polypus-transfection). Jako kontrole
negatywng stosowano Silencer Select Negative Control #2 siRNA (siRNA neg; 4390846,
Invitrogen). W celu przygotowania mieszaniny transfekcyjnej do buforu jetPRIME dodawano
siRNA tak, aby koncowe stgzenie wynosito 30 nM i mieszano. Nastepnie dodawano
odczynnik jetPRIME, mieszano delikatnie iinkubowano w temperaturze pokojowej przez
15 minut. Mieszaning uzupetniano odpowiednig iloscig pozywki hodowlanej i podawano
do hodowli komorek. W celu zwigkszenia efektywnosci wyciszenia ekspresji genu TLR4
wykorzystano rowniez mieszaning zawierajgcg dwa roézne siRNA. Wowczas stgzenie siRNA
neg zwickszano dwukrotnie do 60 nM (SIRNA negx2). Po 24 h transfekcji pozywke
zmieniano na nowsa, niezawierajaca siRNA. Nastepnie 48, 72 1 96 h od transfekcji komorki
poddawano lizie 1 analizowano zgodnie z procedura opisang w podrozdziale
3.8. (Identyfikacja biatek metodg Western blot) lub izolowano w TRI-Reagent i analizowano

zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.12. (Badanie ekspresji genéw).
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Tabela 5. siRNA wykorzystane do wyciszenia ekspresji genow.

Gen Oznaczenie sSiRNA siRNA 1D Sekwencja (5°—3°)
TLR2 SITLR2 5168 GCCUUGACCUGUCCAACAALt
SITLR4#1 514194 GAGCCGCUGGUGUAUCUUULtt
TLR4
SiTLR4#2 s14195 CAUUGAAGAAUUCCGAUUALt
3.6. Ocena przezywalnosci komoérek

Przezywalno$¢ komorek oceniano za pomoca zestawu PE Annexin V Apoptosis
Detection Kit I (559763, BD Pharmingen) zgodnie z zaleceniami producenta. Proces apoptozy
zwigzany jest z  przemieszczaniem  fosfatydyloseryny z  cytoplazmatycznej
na zewnatrzkomorkowa stron¢ blony komorkowej. Aneksyna V  wykazuje duze
powinowactwo do fosfatydyloseryny, co wykorzystywane jest w celu wykrywania komorek
apoptotycznych. Podczas analizy zastosowano ancksyn¢ V sprzgzong z fluorescencyjng
fikoerytryna  (PE, ang. phycoerythrin)  oraz ~ fluorescencyjny  zwigzek  7-AAD
(ang. 7-Amino-Actinomycin D), ktory usuwany jest z zywych komorek, a w uszkodzonych
I martwych silnie wigze Si¢ Z DNA.

Komorki po 48 h inkubacji z 200 uM PA przemywano PBS o0 temperaturze 37°C
i odklejano tak jak przy pasazu za pomoca trypsyny oraz roztworu hamujacego jej aktywnosc.
Nastgpnie przemywano zimnym PBS i zawieszano w buforze (Binding Buffer). Do kazdej
proby dodawano 5 pl odczynnika PE Annexin V i 5 ul 7-AAD, po czym inkubowano
przez 15 minut w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Wyznakowane komorki
identyfikowano iloSciowo metoda cytometrii przeptywowej z wykorzystaniem urzadzenia
FACs Calibur (BD Biosciences), a nast¢pnie uzyskane dane analizowano z wykorzystaniem
programu BD CellQuest software (BD Biosciences). Analizy dokonano we wspotpracy
z drhab. Dorotg Dymkowskg z Pracowni Metabolizmu Komorki z Instytutu Biologii

Doswiadczalnej im. Marcelego Nenckiego.

3.7. Badanie wydzielania czynnika von Willebranda

3.7.1. Stymulacja wydzielania czynnika von Willebranda

Komoérki HUVEC rosnace w 12-dotkowych ptytkach inkubowano przez 48 h
w obecnosci 100 lub 200 uM PA, po czym pozywke odsysano i dodawano pozywke EBM-2
bez FBS oraz czynnikoéw wzrostu. Po 1 h pozywke delikatnie zbierano i wykorzystywano
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do oznaczenia stezenia wydzielonego vWF. Wydzielanie podstawowe oznaczano w pozywce
nie zawierajacej zadnych dodatkowych czynnikéw wptywajacych na wydzielanie VWF.
W celu oznaczenia stymulowanego wydzielania vVWF do pozywki dodawano 1 pM histaming
lub 10 uM forskoline. Dla forskoliny rozpuszczonej w DMSO kontrolg stanowily komorki
inkubowano w obecnosci 0,01% DMSO. Pozywke zbierano do probdéwek, wirowano
10 minut przy 2000 x g w 4°C, a nastepnie Ssupernatanty przenoszono do nowych probowek.

Uzyskane proby przechowywano w temperaturze -80°C.

3.7.2. Test immunoenzymatyczny ELISA

Stezenie vVWF w pozywce oznaczano za pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA
(ang. enzyme-linked immunosorbent assay). W tym celu wykorzystano zestaw Human Von
Willebrand Factor SimpleStep ELISA Kit (ab223864, Abcam). Przed przystgpieniem
do analizy przygotowywano odczynniki zgodnie z zaleceniami producenta:

-stgzony bufor do plukania (Wash Buffer PT 10X) rozcienczano 10-krotnie woda,

-liofilizowane przeciwcialo wychwytujace (ang. capture antibody) wirowano
przez 2 minuty przy 10 000 x g, dodawano 660 pl roztworu do rozcienczania prob (Sample
Diluent NS), inkubowano 10 minut w temperaturze pokojowej, a nastgpnie mieSzano
przez odwracanie probowki i delikatne pipetowanie, uzyskujac roztwor przeciwciala
wychwytujacego o stezeniu 10x,

-mieszaning przeciwcial przygotowano rozcienczajac dziesigciokrotnie uzyskane
W poprzednim punkcie przeciwcialo wychwytujace 10x oraz przeciwcialo rozpoznajace 10x
(ang. detector antibody) w roztworze do rozcienczania przeciwciat (Antibody Diluent SBI),

-liofilizowany standard ludzkiego VWF rozpuszczono w 500 pl roztworu
do rozcienczania prob (Sample Diluent NS) uzyskujac standard vWF o stezeniu 60 ng/ml,
ktory nastgpnie uzyto do przygotowania serii dwukrotnych rozcienczen o stezeniu
od 30 ng/ml do 0,469 ng/ml, na podstawie ktorych wyznaczano krzywa wzorcowa,
a nastgpnie obliczano stezenie VWF w badanych probach.

Proby badane rozcienczano przed pomiarem 10-30-krotnie w roztworze do rozcienczania
prob (Sample Diluent NS). Wszystkie oznaczenia przeprowadzano w dwoch
powtdrzeniach technicznych.

Do dotké6w mikroptytki dotaczonej do zestawu dodawano odpowiednio 50 pl standardow
krzywej wzorcowej lub rozcienczonych prob pozywki. Nastepnie do kazdego dotka
dodawano 50 pl mieszaniny przeciwcial. Plytke zaklejano folig dotgczong do zestawu

i inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej z wytrzasaniem 400 rpm na mieszadle
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do mikroptytek. Nastepnie ptyn usuwano i dotki przemywano 3-krotnie dodajac 350 pl
roztworu do plukania. Do kazdego dotka dodawano 100 pl roztworu substratu
(TMB Development Solution) i plytke inkubowano przez 10 minut w ciemnosci
w temperaturze pokojowej z wytrzgsaniem 400 rpm. Reakcje przerywano dodajagc 100 pl
roztworu zatrzymujacego reakcje (Stop Solution), po czym plytke inkubowano
z wytrzasaniem przez 1 minutg. Absorbancj¢ mierzono przy dhugosci fali 450 nm na czytniku
plytek Infinite M1000 PRO (Tecan).

3.8. Identyfikacja bialek metoda Western blot

3.8.1. Przygotowanie lizatow komorkowych

Komérki przemywano dwukrotnie zimnym PBS, ktory dokladnie usuwano.
Szalki z komérkami przenoszono na 16d i dodawano roztwor do lizy (Cell Signaling
Technology) z dodatkiem inhibitoréw proteaz (cOmplete, Mini Protease Inhibitor Cocktail;
Roche), 1 mM PMSF i 10 mM NaF. W zaleznosci od wielkosci szalek hodowlanych uzywano
réznych objetosci roztworu do lizy: 70 pl w szalkach o $rednicy 35 mm, 120 pl w szalkach
0 $rednicy 60 mm. Komorki zdrapywano z dna szalki 1 przenoszono do probowki kilkukrotnie
pipetujac w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny. Nastepnie proby homogenizowano
poprzez 10-krotne intensywne pobieranie i wypuszczanie za pomocg strzykawki o pojemnosci
1 ml zigla G25 0,5 x 16 mm. Proby inkubowano 20 minut na lodzie, po czym wirowano
przez 20 minut przy 16 000 x g w 4°C. Supernatanty przenoszono do nowych probowek.
Malg porcje pobierano w celu oznaczenia st¢zenia bialka. Do pozostale] czeSci dodawano
4-krotnie stezony roztwor obcigzajacy do naktadania prob (250 mM Tris-HCI, pH 6,8;
40% glicerol; 8% SDS; 20% B-merkaptoetanol; 0,01% bigkit bromofenolowy), mieszano
i denaturowano inkubujac przez 5 minut w temperaturze 95°C. Tak przygotowane proby

przechowywano w -20°C do dalszej analizy.

3.8.2. Oznaczanie st¢zenia bialka

Stezenie biatka w otrzymanych probach lizatow komoérkowych oznaczano metoda
Bradforda [160]. Stezenie biatka wyznaczano na podstawie Krzywej wzorcowej
przygotowanej z wykorzystaniem roztworu bialka referencyjnego BSA o stezeniu 2 mg/ml.
Do kuwety pomiarowej zawierajacej koncowo 1,2 ml wody oraz proby badanej dodawano
300 pl odczynnika Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad).

Zawarto$¢ kuwet mieszano i inkubowano przez 5 minut w temperaturze pokojowej.
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Nastepnie przeprowadzano pomiar absorbancji z wykorzystaniem spektrofotometru Hitachi
U-2900 przy dtugosci fali 595 nm.

3.8.3. Elektroforeza zelowa bialek w warunkach denaturujacych

Rozdziat biatek przeprowadzono z  wykorzystaniem metody elektroforezy
jednokierunkowej w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych SDS-PAGE
(ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis). Wykorzystywano Zzele
rozdzielajace o ré6znym stgzeniu poliakryloamidu (8%, 10%, 12%), w zaleznos$ci od masy
czasteczkowej badanych biatek. Przygotowywano 10 ml mieszaniny do zelu rozdzielajacego

I 3 ml mieszaniny do zelu zageszczajacego (5%) zgodnie z Tabelg 6.

Tabela 6. Sktad mieszanin zeli poliakryloamidowych zastosowanych w elektroforezie
SDS-PAGE.

Zel rozdzielajacy Zel zageszezajacy
Skladniki
8% 10% 12% 5%
Woda 4,6 mi 4 mi 3,3ml 2,1 ml
o . .
30% akryloamid/bis-akryloamid 27ml | 33ml 4ml 0.5ml
(37,5:1)
1,5M Tris pH 8,8 25ml | 25ml | 25ml -
1,5M Tris pH 6,8 - - - 0,38 ml
10% SDS 100 ul | 100 pul | 200 pl 30 pl
10% APS 100 ul | 100 ul | 100 pl 30 pl
TEMED 6 ul 4 ul 4 ul 3ul

Na zel naktadano préby w objetosci odpowiadajacej 20-30 pg biatka oraz 5 pl wzorca
wielkosci biatek od 10 do 180 kDa (PageRuler Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific)
lub od 10 do 250 kDa (PageRuler Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific).
Rozdziat biatek prowadzono przy staltym napigciu, poczatkowo przez okoto 20 minut,
wynoszacym 80 V, a nastepnie okoto 1,5 h 120 V, w buforze do elektroforezy
(25,6 mM Tris-HCI, pH 8,3; 250 mM glicyna; 0,1% SDS).
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3.8.4. Transfer bialek na membrane PVDF

Biatka z zelu przenoszono na membrang PVDF Immobilon-E (Millipore) metoda
transferu mokrego. Transfer prowadzono przy nat¢zeniu 350 mA przez 1,5 h w 4°C w buforze
do transferu (25 mM Tris-HCI, pH 8,3; 192 mM glicyna; 0,1% SDS; 20% metanol).

3.8.5. Detekcja bialek

Membrang blokowano przez 1 h w 5% BSA lub 5% odtluszczonego mleka
rozpuszczonych w TBS-T (25 mM Tris-HCI, pH 7,5; 100 mM NaCl; 0,01% Tween),
a nastepnie ptukano trzykrotnie przez 5 minut w TBS-T. Membrany inkubowano przez noc
w temperaturze 4°C z odpowiednim przeciwcialem pierwszorzedowym  sposrod
wymienionych w Tabeli 7.

Nastepnego dnia membrany plukano trzy razy po 10 minut w TBS-T, po czym
inkubowano przez 1 h w temperaturze pokojowej z odpowiednim przeciwcialem
drugorzedowym sprzgzonym z peroksydaza chrzanowa (HRP, ang. horseradish peroxidase)
rozpuszczonym w 5% odthuszczonym mleku. Po kolejnym trzykrotnym ptukaniu po 10 minut
w TBS-T membrang inkubowano przez 5 minut z odczynnikiem chemiluminescencyjnym
(Immobilon-Classico; Millipore). Nadmiar odczynnika usuwano, a membran¢ umieszczano
w urzadzeniu Fusion FX (Vilber Lourmat) w celu detekcji sygnatu. Uzyskane wyniki
analizowano densytometrycznie za pomocg programu BIO-1D software (Vilber Lourmat).

Intensywnosci prazkéw w specyficznych potozeniach, ustalonych na podstawie wzorca
masy biatka, normalizowano wzgledem endogennej kontroli B-aktyny lub pB-tubuliny,

a nastepnie przedstawiano jako procent kontroli dla danych warunkow doswiadczalnych.
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Tabela 7. Zastosowane przeciwciata.

- Masa
l.’rzec1wc1alo I r.z Qd(fwe bialka |Rozcienczenie| Pochodzenie N“mer katalogowy
skierowane przeciw bialtku I producent
[kDa]
ADAM10 60, 80 1:500 mysz 5¢-28358, Santa Cruz
Biotechnology
ATG12 15/63 1:1000 krolik 4180, Cell Signaling
ATG16L1 66/68 1:1000 krolik 8089, Cell Signaling
ATG3 40 1:1000 krolik 3415, Cell Signaling
ATG5 55 1:1000 kroélik 12994, Cell Signaling
ATG7 78 1:1000 kroélik 8558, Cell Signaling
beklina-1 60 1:1000 krolik 3495, Cell Signaling
fosfo-NF-«kB p65 (Ser536) 65 1:1000 krolik 3033, Cell Signaling
furyna 87/100 1:500 krolik ab3467, Abcam
ICAM-1 85110 |  1:1000 mysz 566439, Santa Gz
Biotechnology
IxBa 39 1:1000 kroélik 9242, Cell Signaling
p62 62 1:1000 krolik 5114, Cell Signaling
TLR2 90-100 1:1000 krolik A19125, ABclonal
- AF7017,
TLR4 70-100 1:1000 kroélik Affinity Biosciences
TLR6 95-110 1:1000 kroélik 22240-1-AP, ProteinTech
VCAM-1 110 1:500 mysz sc-13160, Santa Cruz
Biotechnology
VWF 309 1:1000 krolik ab6994, Abcam
VWF 309- 1:1000 kroélik 11778-1-AP, ProteinTech
PP 320/100 ' ° '
Bialka referencyjne
B-aktyna 42 1:50000 |sprzg¢zone z HRP| A3854, Sigma-Aldrich
B-tubulina 50 1:5000 sprzgzone z HRP ab21058, Abcam
.. Masa
Pr_z eciweialo II-I‘Z-QdOWC bialka |Rozcienczenie| Pochodzenie Numer katalogowy
skierowane przeciw 1gG i producent
[kDa]
krolik - 1:5000 | KO sprzgzone ab6721, Abcam
z HRP
mysz - 1:5000 krdlik; sprzezone ab6728, Abcam
y ' z HRP !
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3.9. Zymografia

Aktywnos¢ metaloproteinaz oceniano na podstawie zymografii [161]. Komorki
inkubowane 48 h z 200 uM PA poddawano lizie zgodnie z metoda opisang w punkcie
3.8.1. (Przygotowanie lizatow komorkowych). Do uzyskanych prob dodawano roztwor
obcigzajacy bez B-merkaptoetanolu (250 mM Tris-HCI, pH 6,8; 40% glicerol; 8% SDS;
0,01% blekit bromofenolowy), a takze nie poddawano ich denaturacji termicznej. Uzyskane
proby wykorzystywano w celu rozdzialu biatek stosujagc jednokierunkowg elektroforeze
w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych jak opisano w punkcie
3.8.3. (Elektroforeza zelowa biatek w warunkach denaturujacych). Dodatkowo zel
rozdzielajacy o 10% stezeniu poliakryloamidu zawierat domieszke 0,1% zelatyny, bedacej
substratem dla testowanych metaloproteinaz. Elektroforeze przeprowadzono w temperaturze
4°C. Nastepnie zel zrozdzielonymi biatkami inkubowano dwukrotnie po 30 minut
w temperaturze pokojowej w roztworze renaturujacym (50 mM  Tris-HCI, pH 7,5;
2,5% Triton X-100, 5 mM CaCl,, 1 uM ZnCl,). Triton X-100 w tym roztworze usuwa SDS
obecny podczas elektroforezy. W kolejnym etapie zel inkubowano przez 48 h w temperaturze
37°C w roztworze do inkubacji (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 1% Triton X-100, 5 mM CaCls,,
1 uM ZnCl,), co zapewnia optymalne warunki do proteolizy zelatyny katalizowanej przez
metaloproteinazy specyficzne wobec tego substratu.

Zel ptukano w wodzie, po czym barwiono za pomoca btekitu Commassie. W tym celu zel
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej w roztworze barwigcym
zawierajacym 0,25 % Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-Rad), 50% metanol, 10% kwas
octowy. Zel odbarwiano w roztworze zawierajagcym 40% metanol i 10% kwas octowy
przez okoto 30-60 minut do momentu uzyskania wyraznych jasnych prazkow. Zelatyna
znajdujaca si¢ w zelu rozdzielajgcym powoduje ciemne zabarwienie, natomiast jasne prazki
powstaja w wyniku proteolizy zelatyny przez metaloproteinazy. Zdjecia uzyskano za pomocg

urzadzenia Fusion FX (Vilber Lourmat).

3.10.  Wytracanie bialek z roztworu

W celu wytracenia (precypitacji) biatek znajdujacych si¢ w pozywce zastosowano kwas
trichlorooctowy (TCA) oraz deoksycholan sodu (DOC) [162]. Komorki inkubowano
z 200 uM PA przez 48 h, a nastgpnie przez 1 h stymulowano 1 puM histaming w pozywce
EBM-2 (Lonza) bez FBS i1 czynnikéw wzrostu. Calg objetos¢ pozywki delikatnie zbierano

I uzywano w celu wytrgcenia wydzielonych do pozywki biatek, a komorki poddawano lizie.
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Do 1 ml proby dodawano 100 pl 0,15% DOC, mieszano i inkubowano w temperaturze
pokojowej przez 10 minut. Nastepnie dodawano 50 upl TCA, ponownie mieszano
I inkubowano przez 30 minut w temperaturze 4°C. Proby wirowano 15 minut przy 10 000 X ¢
w 4°C. Supernatant dokladnie usuwano tak, aby nie naruszy¢ osadu. W celu usuniecia
pozostatosci TCA powstaly osad ptukano dwukrotnie poprzez dodawanie 500 pl etanolu
I wirowanie 5 minut przy 10 000 x g w 4°C, po czym supernatant usuwano. Osad osuszano,
a nastepnic zawieszano w okoto 40 ul roztworu obcigzajacego (250 mM Tris-HCI, pH 6,8;
40% glicerol; 8% SDS; 20% B-merkaptoetanol; 0,01% biekit bromofenolowy) i inkubowano
5 minut w 95°C. Proby analizowano zgodnie z 3.8. (Identyfikacja biatek metodg Western

blot), naktadajac cata objetos¢ uzyskanej proby.

3.11.  Deglikozylacja bialek przy uzyciu N-glikozydazy peptydowej F

W celu potwierdzenia identyfikacji specyficznego prazka odpowiadajacego TLR2
metodg Western blot przeprowadzono deglikozylacj¢ biatka przy uzyciu N-glikozydazy
peptydowej F (PNGazy F; V4831, Promega). Komorki lizowano zgodnie z protokotem
opisanym w 3.8.1. (Przygotowanie lizatow komorkowych) i oznaczano w probach stezenie
biatka. Do préby dodawano SDS i B-merkaptoetanol w stezeniach koncowych odpowiednio
0,3% i 1%. Nastepnie proby denaturowano termicznie przez 5 minut w 95°C. Po schtodzeniu
W temperaturze pokojowej dodawano PNGaze F w stezeniu 6 U na 30 pg biatka.
Proby inkubowano 2 h w 37°C, a nast¢pnie dodawano roztwor obcigzajacy, denaturowano
przez5minut w 95°C i przechowywano w -20°C do dalszej analizy zgodnie
z 3.8. (Identyfikacja biatek metodg Western blot).

3.12. Badanie ekspresji genéow

3.12.1. lzolowanie RNA

RNA izolowano z komérek HUVEC wykorzystujac odczynnik TRI-Reagent
(Sigma-Aldrich). Komorki rosngce na szalce przemywano zimnym roztworem PBS,
a nastepnie dodawano 1 ml odczynnika TRI-Reagent. Komoérki inkubowano przez 5 minut
W temperaturze pokojowej, a nastgpnie pipetowano wielokrotnie w celu wuzyskania
homogennego lizatu. Proby przechowywano w temperaturze -80°C.

Do oczyszczania catkowitego RNA wykorzystywano zestaw Total RNA Mini
(A&A Biotechnology). Proby rozmrazano i ich objetos¢ uzupelniano odczynnikiem

TRI-Reagent do 1 ml. Nastepniec dodawano 200 ul chloroformu, wytrzgsano energicznie
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przez 15 sekund, inkubowano w temperaturze pokojowej przez 15 minut i wirowano
w temperaturze 4°C przez 15 minut przy 12 000 X g. Po wirowaniu uzyskano rozdziat
na 3 fazy: goérng wodna, zawierajgcg RNA; posrednig zawierajaca DNA; organiczng
zawierajacg biatka. 500 pl gornej warstwy pobierano tak, aby nie naruszy¢ pozostatych
warstw 1 przenoszono do probowki zawierajacej 500 pl izopropanolu. Proby mieszano
delikatnie i nanoszono na minikolumny dwuetapowo po 500 pl, za kazdym razem wirujac
1 minute przy 12 000 x g i usuwajac przesacz. Nastepnie minikolumny przenoszono do nowej
probowki i dodawano roztwor ptuczacy Al dwukrotnie po 700 pl, a nastepnie trzeci raz
200 pl, po czym wirowano 1 minutg przy 12 000 x g i przesacz odrzucano. Po ostatnim etapie
ptukania prowadzono dodatkowe wirowanie trwajace 2 minuty. Minikolumny przynoszono
do nowych probowek, a do zloza znajdujacego si¢ na dnie dodawano po 100 pl ultraczystej
wody wolnej od nukleaz. Po 3 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej proby
wirowano przez 2 minuty przy 12 000 x g i minikolumny usuwano. Uzyskane oczyszczone
catkowite RNA przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych analiz.

Stezenie oraz czysto$¢ uzyskanych prob RNA oceniano korzystajac ze spektrofotometru
do mikroobjetosci NanoDrop One (Thermo Scientific). Pomiaru dokonywano w probach

0 objetosci 2 pl.

3.12.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

W celu uzyskania cDNA (ang. complementary DNA) przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej
transkrypcji oczyszczonego catkowitego RNA z wykorzystaniem zestawu First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Scientific). Do reakcji uzywano 1 ug RNA bedacego matryca
uzupetniajac objetos¢ jego roztworu do 10 pl ultraczystag woda wolng od nukleaz, a nastgpnie
dodawano 1 pl starterow syntezy nici DNA oligo(dT)is. Przygotowywano mieszaning
reakcyjna, w ktorej sktad wchodzito: 4 ul buforu reakcyjnego (5X Reaction Buffer),
1 ulinhibitora RNaz (RiboLock 20 U/ul), 2 pl mieszaniny deoksynukleotydow
(10 MM dNTP Mix, ang. deoxy nucleoside triphosphate), 2 ul enzymu M-MuLV Reverse
Transcriptase (20 U/ul), ktora dodawano do proby i delikatnie mieszano przez pipetowanie.
Probowki umieszczano w bloku grzejnym i przeprowadzono odwrotng transkrypcje poprzez
inkubacj¢ 5 minut w temperaturze 25°C, nastepnie 60 minut w 37°C i reakcje zakonczono
inkubacja przez 5 minut w 70°C, po czym proby chtodzono do 4°C. Uzyskane w ten sposob

cDNA przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych etapow analizy.
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3.12.3. Analiza transkryptow z wykorzystaniem RT-gPCR

Ilosciowa analizg¢ ekspresji wybranych gendéw przeprowadzono metoda ilosciowej
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym RT-gPCR (ang. real-time-quantitative
polimerase chain reaction). W tym celu wykorzystano wyznakowane fluorescencyjnie sondy
TagMan (Applied Biosystems). Reakcje PCR prowadzono z wykorzystaniem urzgdzenia
StepOnePlus (Applied Biosystems), a wyniki analizowano stosujgc program StepOnePlus

Software v2.3. Sondy wykorzystane w doswiadczeniach przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Sondy Tagman wykorzystywane do RT-qPCR.

Gen ID testu
ACTB Hs01060665_g1
ADAMTS13 Hs00260148 m1
ANXAZ2 Hs00743063_s1
ANXAS Hs04192999 gH
CD36 Hs00354519 m1
CD63 Hs01041238 g1
FUR Hs00965485 g1
MYD88 Hs01573837_g1
SELP Hs00927900_m1
TIRAP Hs00364644_m1
TLR2 Hs02621280_s1
TLR4 Hs00152939 _m1
TNF Hs00174128 m1
VWF Hs01109446_m1

Na 96-dotkowa ptytke reakcyjng (MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction Plate,
0,1 ml; Applied Biosystems) nanoszono mieszaning reakcyjng o objetosci 10 ul, w ktorej
sktad wchodzito: 0,5 pl sondy TagMan, 5 ul TagMan Fast Universal PCR Master Mix (2X),
No AmpErase UNG (Applied Biosystems) oraz matryca ¢cDNA w objetosci miedzy
0,2 pul, a 4,5 pl, odpowiednio rozcienczona i uzupelniona woda wolng od nukleaz. Na plytke
przyklejano foli¢ (MicroAmp Optical Adhesive Film, Applied Biosystems) i wirowano.
Przeprowadzano reakcje PCR w warunkach: 20 sekund w 95°C, a nast¢pnie 40 cykli
jednosekundowych w 95°C 1 20-to sekundowych w 60 °C.
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Uzyskane wyniki analizowano metoda poréwnawcza 2T, Wzgledna ekspresje danego
genu (warto$¢ RQ, ang. relative quantification) normalizowano wzgledem ekspresji genu
endogennej kontroli ACTB i odnoszono wobec wybranej referencyjnej proby kontrolnej,
przyjetej jako 1. W celu analizy ilosciowej reakcje przeprowadzano w dwoch lub trzech

powtdrzeniach technicznych.

3.13.  Barwienie immunocytochemiczne

Komérki wysiewano na szkietka o $rednicy 12 mm pokryte kolagenem. Po inkubacji
48 h w obecnosci 200 pM PA komorki przemywano dwukrotnie roztworem PBS, a nastepnie
utrwalano przez 10 minut w temperaturze pokojowej przy uzyciu 4% roztworu
paraformaldehydu w PBS, po czym trzykrotnie przemywano PBS, po 5 minut za kazdym
razem. W celu uprzepuszczalnienia komoérek prowadzono ich inkubacj¢ przez 5 minut w PBS
zawierajacym 0,1% Triton X-100, po czym plukano PBS trzykrotnie po 5 minut. Nastepnie
preparaty blokowano przez 1 h w 5% roztworze BSA rozpuszczonym w PBS. Po trzykrotnym
plukaniu po 5 minut w PBS, preparaty inkubowano przez noc w temperaturze 4°C
W obecnosci przeciwciata przeciw vVWF (ab6994, Abcam) rozcienczonego 1:200 w roztworze
1% BSA w PBS. Po trzykrotnym plukaniu po 5 minut w PBS preparaty inkubowano
przez 1 hw temperaturze pokojowej z przeciwcialem drugorzedowym anty-kroliczym
znakowanym barwnikiem fluorescencyjnym Alexa 555 (4413, Cell Signaling) rozcienczonym
w stosunku 1:1000 w roztworze 1% BSA w PBS. Po ponownym ptukaniu w celu wizualizacji
filamentow F-aktyny preparaty inkubowano przez 20 minut ze 100 nM falloidyng znakowanag
fluorescencyjnie Alexa 488 (Cytoskeleton). Nastepnie preparaty przemywano PBS i w celu
wyznakowania jadra komorkowego inkubowano przez 5 minut z Hoechst 33342 (Thermo
Scientific) w stezeniu 2 pg/ml, po czym odptukiwano barwnik. Przygotowane preparaty
naktadano na szkietka podstawowe z uzyciem odczynnika Vectashield (Vector Laboratories).
Do wizualizacji zastosowano mikroskop konfokalny Zeiss Spinnig Disc oraz obiektyw

olejowy 63x. Uzyskane zdjecia analizowano za pomocg programu ImageJ.

3.14.  Analiza statystyczna

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy analizowano z wykorzystaniem
GraphPad Prism 9. Dane przedstawiono jako wartosci $rednie = odchylenie standardowe
(SD, ang. standard deviation) oraz wartosci indywidualne. Istotnos¢ statystyczng analizowano
na podstawie testu t-Studenta lub jednoczynnikowej analiza wariancji (one-way ANOVA)

z testem post hoc Dunnetta. Wartosci p < 0,05 uznawano za istotne statystycznie.
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4. Wyniki

4.1. Ustalenie warunkow inkubacji komérek z kwasem palmityno-
wym
Podstawowym kryterium skuteczno$ci dziatania PA przyjetym w badanym uktadzie
doswiadczalnym byto zwigkszenie ilosci biatek adhezyjnych. Stwierdzono, ze inkubacja
komoérek HUVEC w obecnosci 200 uM PA powoduje nasilajgce si¢ w czasie zwigkszenie
ilosci biateck ICAM-1 i VCAM-1. Obserwacja ta wskazuje na prawidlowa odpowiedz
komorek na stres wywolany podaniem PA. Przejsciowe zwigkszenie zawartosci biatka
VCAM-1 obserwowano rowniez po 6 h inkubacji w obecnosci 100 uM PA, ale odpowiedz

komorek w tych warunkach jest znacznie mniejsza (Rycina 8).
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Rycina 8. Wpltyw PA na ilo§¢ biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1. Na rycinie
przedstawiono reprezentatywne wyniki Western blot oraz analizy densytometrycznej
uzyskanych danych, po ich normalizacji w stosunku do pB-aktyny ($redni % kontroli
BSA + SD, n=5-7). Analize statystyczng pomiedzy PA a kontrola BSA dla danego czasu
inkubacji przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05, **p <0,01.
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Przeprowadzone testy na apoptoz¢ (znakowanie komodrek aneksyng V sprzezong
z fluorescencyjng PE) i nekroze¢ komorek (znakowanie 7-AAD) nie wskazujg na zmniejszenie
przezywalnosci HUVEC inkubowanych w obecnosci 200 uM PA przez 48 h (Rycina 9).
Ta obserwacja wraz z obserwowanym zwickszeniem ilosci biatek adhezyjnych (Rycina 8)
wskazuje, ze zastosowane warunki do$wiadczalne spelniaja zakladane kryteria,
czyli dochodzi do odpowiedzi komoérek na PA, bez wplywu na ich przezywalnosé.
Wobec tego w zadnym z opisywanych dalej doswiadczen nie przekroczono tych granicznych
warto$ci czasu i stezenia. Wyniki uzyskane dla komorek traktowanych TNF-o (10 ng/ml
TNF-a przez 24 i 48 h) przedstawione na Rycinie 9 nalezy traktowaé, jako probe kontrolng
pozytywna, potwierdzajaca poprawnos¢ wykorzystywanego protokolu doswiadczalnego.
Przedstawiono zalezne od czasu inkubacji w obecnosci TNF-a zwigkszenie proporcji

komorek apoptotycznych i obnizenie udziatu zywych komoérek HUVEC.
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Rycina 9. Wplyw inkubacji 48 h w obecnosci 200 uM PA na przezywalno$¢ komorek.
Wykres przedstawia reprezentatywne wyniki cytometrii przeptywowej fluorescencji
aneksyny V sprzgzonej z PE i 7-AAD oraz analizg ilosciowa uzyskanych wynikow,
przedstawionych jako % wszystkich komoérek (n=4 dla PA; n=1 dla 10 ng/ml TNF-a.).
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4.2, Wplyw kwasu palmitynowego na wydzielanie vVWF przez

komorki HUVEC
Wydzielanie vWF przez komorki $rodbtonka moze ulega¢ zwigkszeniu w wyniku
aktywacji w warunkach stresu i stanu zapalnego [163]. Inkubacja komoérek HUVEC z PA,
zarowno w st¢zeniu 100 uM, jak i 200 uM powoduje zwickszenie ekspresji genu VWF
po 24 h traktowania, utrzymujace si¢ co najmniej do 48 h obecnosci PA w pozywce
(Rycina 10). Taobserwacja wskazuje, ze wzglednie tagodne (Rycina 8 i Rycina 9)
traktowanic HUVEC, zgodne =z ustalonym wcze$niej protokotem, jest wystarczajgce

do indukcji odpowiedzi genu kodujacego VWF.

VWF VWF
2.0- 2.0+
* * *
1.5 . 1.5- *
< 1.0 2 9 1.0 .

s ﬁ i
0.0 0.0
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6 h 24 h 48 h 6h 24 h 48 h
100 uM PA 200 uM PA

Rycina 10. Wptyw PA na ekspresje genu VWF. Wyniki RT-qPCR przedstawiono
jako wzgledna ekspresje genu (RQ) po normalizacji wzglgdem ACTB i w odniesieniu
do wybranej proby kontrolnej ($rednia + SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczng pomigdzy PA
a kontrola BSA dla danego czasu inkubacji przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta:
*p <0,05.

Dodatkowo stwierdzono, ze 200 uM PA podany do komodrek na 48 h wptywa na ilo$¢
biatka vVWF oceniang w lizatach komorkowych metoda Western blot. Wykazano obnizenie
zawartosci pro-vWF 1 wzrost frakcji dojrzalego vWF, a takze vWFpp. Stosunek formy
pro-vWF do dojrzatego vWF jest znaczaco obnizony w komdrkach hodowanych w opisanych
powyzej warunkach do$wiadczalnych (Rycina 11). Dojrzata forma biatka vWF oraz vWFpp
powstaja w wyniku proteolizy pro-vWF. Obie wymienione formy sg magazynowane

w WPBs, a nastepnie wydzielane z komorek srodblonka.

51



Wplyw PA na ilo$¢ biatka vWF zalezy od tego, w jakim stg¢zeniu podawany jest kwas
tluszczowy. Dane przedstawione na Rycinie 11 wskazuja, ze w wyniku 48 h inkubacji
W obecnosci 200 uM PA ulega nasileniu proces dojrzewania vVWF. W komorkach znajduje si¢
wiecej dojrzatego vWF, gotowego do wydzielenia. Natomiast w obecnosci 100 uM PA takich
zmian nie obserwowano.
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Rycina 11. Wptyw PA na ilo$¢ biatek vWF i vWFpp w lizatach. Na rycinie przedstawiono
reprezentatywne wyniki Western blot oraz analizy densytometrycznej uzyskanych danych,
po ich normalizacji w stosunku do B—tubuliny lub B-aktyny ($redni % kontroli BSA + SD,

n=3-6). Analiz¢ statystyczna pomiedzy PA a kontrolg BSA przeprowadzono za pomoca testu
t-Studenta: *p < 0,05.
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Wykorzystujac metode ELISA zbadano takze ilos¢ vWF wydzielonego do pozywki
w wyniku stymulacji komodrek poddanych wuprzednio inkubacji w obecnosci PA.
WPBs magazynujace vVWF moga by¢ wydzielane przez komorki srodbtonka w odpowiedzi
na aktywacj¢ przez histaming $ciezki zaleznej od Ca®*" lub przez forskoling aktywujaca
sciezke zalezng od cAMP. Komoérki HUVEC inkubowano przez 48 h w obecnosci 100 lub
200 uM PA, a nastepnie przez 1 h stymulowano 1 pM histaming lub 10 pM forskoling.
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Rycina 12. Wptyw PA na stgzenie vVWF w pozywce. Komorki inkubowano 48 h w obecnos$ci
100 lub 200 uM PA, a nastgpnie przez 1h stymulowano 1 pM histaming
lub 10 uM forskoling (komoérki kontrolne do forskoliny inkubowano z odpowiedniag iloscig
DMSO). Stezenie VWF w pozywce oznaczono metoda ELISA 1 wyniki przedstawiono
W postaci S$redniej + SD (n=3-4). Analiz¢ statystyczng pomig¢dzy PA a kontrola BSA
przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Wykazano, ze PA w stezeniu 200 uM powoduje zwiekszenie wydzielania vVWF zar6wno
podstawowego, jak i stymulowanego w obecnosci kazdego z uzytych agonistow (Rycina 12).
W obecnosci 100 uM PA nie obserwowano znaczgcego wptywu na wydzielanie vVWF.

Co istotne, zwigckszenie wydzielania VWF po traktowaniu komoérek PA wykazano
w warunkach zwiekszonego dojrzewania vWF, czyli po 48 h inkubacji w obecnosci 200 uM
kwasu tluszczowego (Rycina 11). W komorkach traktowanych PA w stgzeniu 100 uM mimo
tego, ze dochodzi do wzmozonej ekspresji genu VWF (Rycina 10), nie wykazano
zwigkszonego dojrzewania tego biatka, przynajmniej w stopniu wykrywalnym metoda
Western blot w lizatach komorkowych, ani wydzielania VWF do pozywki wykrywanego
metoda ELISA.

Technik¢ Western blot wykorzystano tez do ustalenia, w jakiej formie VWF
jest wydzielany z komorek. Tak jak w poprzednim do$wiadczeniu komorki inkubowano
w obecnosci 200 uM PA i stymulowano 1 uM histaming. Nastgpnie wytracano biatka
znajdujace si¢ W pozywce i poddawano je identyfikacji specyficznie skupiajac si¢ ha VWF.

Wyniki przedstawione na Rycinie 13 wskazujag na obecno$¢ w pozywce zarOwno
dojrzatej formy vWF, jak i formy vWFpp. Przy czym po inkubacji w obecnosci PA,
jak i po dodatkowej stymulacji komorek histaming zwigkszona jest jedynie ilos¢ vWFpp,
podczas gdy ilos¢ dojrzalego VWF wydaje sie nie ulega¢ znaczgcej zmianie. Obie formy,
czyli dojrzaty vWF oraz vWFpp sa magazynowane w WPBs w tej samej proporcji,
wigc mozna byto oczekiwac, ze beda obecne we frakcji bialek wydzielonych przez HUVEC

po stymulacji.

_ctrl+ _HA+
VWE \ﬂﬂﬂﬁ
vWFpp ,‘,MHH

Rycina 13. Identyfikacja biatka vWF wydzielonego przez komérki HUVEC do pozywki.
Komoérki inkubowano 48 h w obecnosci 200 uM PA, a nastgpnie przez 1 h stymulowano

PA

wydzielanie do pozywki 1 uM histaming (HA). Biatka znajdujgce si¢ w pozywce wytrgcano
TCA i analizowano. Przedstawiono reprezentatywny wynik Western blot wybrany
Z 4 niezaleznych doswiadczen.
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W celu ustalenia, czy inkubacja komoérek z PA wptywa stymulujaco na proces
wydzielania VWF, sprawdzono, czy stymulacja histaming komorek uprzednio inkubowanych
w obecnosci PA zmienia zawarto$¢ biatka vWFpp pozostajaca w komorkach. Stosujac takie
podejscie doswiadczalne zatozono, ze vWFpp wykrywany w lizatach komoérkowych
odzwierciedla frakcj¢ tego bialka, jaka pozostaje w komoérkach po stymulacji wydzielania.
Do$wiadczenia, ktorych wynik przestawiono na Rycinie 14 wykonano jednoczesnie

z przedstawionymi na Rycinie 13, wykorzystujgc te same szalki komorek.

Zgodnie z tym, co pokazano wczesniej (Rycina 11), w obecnosci PA ilo$¢ biatka vVWFpp
w komorkach wulega zwigkszeniu (Rycina 14). Ten efekt utrzymuje si¢ pomimo

obserwowanego w warunkach kontrolnych zwigkszonego wydzielania VWF (Rycina 12).

Stymulacja komorek HUVEC histaming powoduje znaczne obnizenie ilosci vWFpp
zar6bwno w komorkach kontrolnych inkubowanych w obecnosci BSA, jak i inkubowanych
w obecnosci PA. Jednakze po stymulacji wydzielania ilo§¢ vVWFpp pozostajaca w lizatach
komorkowych nadal jest wigksza w komorkach inkubowanych w obecnosci PA w stosunku

do kontroli BSA (Rycina 14).
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Rycina 14. ITlo$¢ biatka vWFpp pozostajagcego w komodrkach po stymulacji wydzielania.
Komoérki inkubowano 48 h w obecnosci 200 uM PA, a nastegpnie przez 1 h stymulowano
wydzielanie w obecnosci 1 uM histaminy (HA). Na rycinie przedstawiono reprezentatywne
wyniki Western blot oraz analizy densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku
do B-aktyny ($redni % kontroli BSA + SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczna pomiedzy PA
a kontrola BSA przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta: **p < 0,01, ***p <0,001.
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4.3. Badanie wplywu kwasu palmitynowego na potencjalne mecha-

nizmy regulujace wydzielanie vVWF

43.1. Wplyw kwasu palmitynowego na ekspresje genow czynnikow
transkrypcyjnych ERG i GATA3

Ekspresja genu VWF jest regulowana przez szereg czynnikoéw transkrypcyjnych,
wtym m.in. ERG i GATA3 [164-169], a zatem wydawalo si¢, ze jednym z mozliwych
mechanizméw wplywu PA moze by¢ aktywacja genow kodujacych te czynniki. Ze wzgledu
na to, ze zwigkszenie ilosci transkryptu genu VWF obserwowano juz po 24 h inkubacji
w obecnosci 200 uM PA, oznaczenia ekspresji genow ERG i GATA3 przeprowadzono takze

po 24 h i dodatkowo po czasie krotszym (6 h) traktowania komorek PA.

Jak pokazano na Rycinie 15 nie udalo si¢ potwierdzi¢ wplywu PA na ekspresje
genu ERG. Natomiast wbrew przewidywaniom ekspresja genu GATA3 jest obnizona po 6 h
inkubacji z PA, a po 24 hinkubacji jest na poziomie kontroli BSA. A zatem nie udato si¢
potwierdzi¢ przypuszczenia, ze zwigkszenie transkrypcji genu VWF w obecnosci PA

jest zwigzane z aktywacjg genow kodujacych ERG i GATA3.

ERG GATA3
1.5+ 1.5+
1.0- . 5 . . 1.0 - .
+
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6h 24 h 6h 24 h
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Rycina 15. Wptyw 6 i 24 h inkubacji w obecno$ci 200 uM PA na ekspresje genéow ERG,
GATA3. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzgledng ekspresje genu (RQ)
po normalizacji wzgledem ACTB i w odniesieniu do wybranej proby kontrolnej
(Srednia + SD, n=3-4). Analizg statystyczng pomiedzy PA a kontrola BSA dla danego czasu
inkubacji przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05.
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4.3.2. Wplyw kwasu palmitynowego na furyne

VWEF jest syntetyzowane jako preprobiatko. Po odcieciu peptydu sygnatowego pro-vWF
ulega w TGN proteolizie katalizowanej przez furyng (konwertaze probiatkowa)
z wytworzeniem formy vWFpp i1 dojrzatej formy vWF. Powstalo zatem pytanie,
czy obserwowane przyspieszenie procesu dojrzewania VWF, jest zwigzane ze zwigkszeniem

ilosci furyny w komorkach.

Whbrew oczekiwaniom w komoérkach traktowanych 200 uM PA przez 6 i 48 h ekspresja
genu FUR jest obnizona (Rycina 16). Co ciekawe, po 24 h inkubacji efekt inkubacji z PA
jest niezauwazalny, co jest trudne do interpretacji. Natomiast w obecnosci 100 uM PA
nie obserwowano zadnych zmian dotyczacych iloéci transkryptu genu FUR niezaleznie

od czasu inkubaciji.
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Rycina 16. Wplyw PA na ekspresje genu FUR. Wyniki RT-gPCR przedstawiono
jako wzgledna ekspresje genu (RQ) po normalizacji wzgledem ACTB i w odniesieniu
do wybranej proby kontrolnej ($rednia + SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczng pomigdzy PA
a kontrola BSA dla danego czasu inkubacji przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta:
*p <0,05, ***p <0,001.

Z zastosowaniem metody Western blot zidentyfikowano prazek o masie czasteczkowe;j
odpowiadajacej 110-120 kDa 1 prazek o masie czasteczkowej okoto 85 kDa
(Rycina 17). Furyna jest syntetyzowana w postaci nieaktywnego probiatka, ktore jest
aktywowane przez autokatalityczng proteolizg, w wyniku czego powstaje funkcjonalne
biatko [170], a ponadto jest glikozylowana, co moze wptywa¢ na migracj¢ biatka w zZelu
poliakryloamidowym. Gorny prazek przypisano pro-furynie, a dolny dojrzatej formie furyny,
podobnie jak interpretowali to inni autorzy [171,172].
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Nie obserwowano znaczacego wplywu PA na ilo$¢ furyny w komorkach HUVEC.
Wykazano nieznaczne obnizenie zawarto$ci biatka w komorkach po 24 h inkubacji z PA
w stezeniu 200 uM oraz niewielki wzrost ilosci pro-furyny po 6 h inkubacji w obecnos$ci
100 uM PA. Wydaje si¢ zatem, ze dostgpnos¢ furyny nie jest czynnikiem wyjasniajagcym
zwigkszone dojrzewanie vVWF w komorkach HUVEC poddanych dziataniu PA.
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Rycina 17. Wptyw PA na ilo$¢ biatka furyny. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne
wyniki Western blot oraz analizy densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku
do B-aktyny ($redni % kontroli BSA + SD, n=5-7). Analiz¢ statystyczna pomiedzy PA
a kontrola BSA dla danego czasu inkubacji przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta:

*p <0,05.
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Ze wzgledu na to, ze ilo$¢ biatka nie zawsze odzwierciedla jego aktywno$¢, a kluczowa
moze by¢ aktywno$¢ biatka w konkretnym przedziale komorkowym, przeprowadzono
dodatkowe testy. W zaleznosci od lokalizacji furyna modyfikuje i aktywuje ponad 150
substratow, m.in.: czynnikow wzrostu, receptoréw, biatek adhezyjnych, metaloproteinaz,
toksyn bakteryjnych ibiatek fuzyjnych wirusow [173]. Wobec tego, sprawdzono
jej aktywno$¢ wobec biatka innego niz vVWF, wybranego sposrod znanych substratow
na podstawie pracy Lopez-Lopez i wsp. [174], w ktorej wykazano, ze aktywacja receptorow
TLR zapomoca m.in. LPS jest zwigzana ze zwigkszong iloscig furyny i dojrzatej formy
metaloproteinazy ADAM10, oraz dodatkowych informacji wskazujacych na to,
ze katalizowane przez furyne przeksztalcanie ADAMI10 zachodzi tak jak w przypadku vVWF
w TGN [175,176] A zatem zbadano efekt PA na dojrzewanie biatka ADAMIO0, traktujac
to jako marker aktywnosci furyny.

Jak pokazano na Rycinie 18, 48 h inkubacji w obecnosci 200 uM PA nie wptywa na ilos¢
dojrzatego ADAM10 (68 kDa), a zawarto$¢ probiatka (90 kDa) jest obnizona. Na podstawie
tej obserwacji nie mozna stwierdzi¢ wptywu PA na wydajno$¢ przeksztalcania ADAMI0,
a wplyw jedynie na zawarto$¢ probiatka sugeruje inny mechanizm regulacyjny.
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Rycina 18. Wptyw PA na ilo$¢ biatka ADAMI10. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne
wyniki Western blot oraz analizy densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku
do B-aktyny ($redni % kontroli BSA + SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczng pomiedzy PA
a kontrolag BSA przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta: *p < 0,05.
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Aktywnos¢ furyny jest zwigzana réwniez z aktywacja metaloproteinaz [177-179].
W przypadku czgéci metaloproteinaz wynika to z bezposredniej selektywnej proteolizy tych
biatek, lub posrednio jest zwigzane z regulacja tkankowych inhibitoréw metaloproteinaz
(TIMP, ang. tissue inhibitors of metalloproteinases). W celu sprawdzenia, czy w komorkach
traktowanych PA dochodzi do aktywacji metaloproteinaz dokonano oceny ich aktywnosci
postugujac si¢ metoda elektroforetycznej zymografii zelatynowej. Metoda ta pozwala
na wykrywanie aktywnosci metaloproteinaz, dla ktoérych substratem jest zelatyna,
czyli gtownie MMP-2 i MMP-9, ale takze MMP-1, MMP-7, MMP-8 i MMP-13, ktorych
specyficzno$¢ wobec Zelatyny jest mniejsza [180,181].

Komoérki inkubowane przez 48 h w obecnosci 200 uM PA nie wykazuja zmienionej
aktywnosci metaloproteinaz wobec zelatyny (Rycina 19). Na podstawie wzorca mas
zidentyfikowano wyrazng aktywnos$¢ biatek o masie czgsteczkowej okoto 55 kDa i 65 kDa.
Masa czasteczkowa pro-MMP-9 wynosi okoto 93 kDa, a pro-MMP-2 72 kDa, jednakze
nie stwierdzono aktywno$ci enzymatycznej zlokalizowanej w miejscach na zelu
odpowiadajacych ich masie. Prazek okoto 65 kDa moze odpowiadaé¢ aktywnej formie
MMP-2, a prazek 55 kDa pro-MMP-1 [181]. Niezaleznie od trafnosci tej identyfikacji
nie udato si¢ potwierdzi¢ wplywu PA na aktywno$¢ metaloproteinaz specyficznych wobec
zelatyny w badanych komorkach. Wynik ten potwierdza wczesniej sformutowane obserwacje
sugerujace, ze w komorkach traktowanych PA nie dochodzi do aktywacji furyny. A zatem nie

uzyskano dowodéw wskazujacych na to, ze zwickszone dojrzewanie vVWF w obecnosci PA

moze by¢ zalezne od aktywacji tego enzymu.
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Rycina 19. Aktywnosci metaloproteinaz specyficznych wobec zelatyny w komoérkach
inkubowanych 48 h w obecnosci 200 uM PA. Przedstawiono zymogram reprezentatywny
dla 3 niezaleznych doswiadczen.
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4.3.3.  Wbolvyw kwasu palmitvnowedo na autofagie
Pozornie oddzielnym zagadnieniem w stosunku do glownego watku rozprawy,

czyli zwickszonego wydzielania vWF przez komérki HUVEC, jest aktywacja autofagii
w obecnos$ci PA. Jednakze istnieja przekonujace doniesienia wskazujgce na to, ze dojrzewanie
i wydzielaniec VWF jest zwigzane z autofagiag [182-184]. Natomiast wyniki Western blot
przedstawione na Rycinie 20 nie pozwalajg na stwierdzenie, ze PA w stosowanych warunkach
ma znaczacy wplyw na aktywacje tego procesu. Nie wykazano pozytywnego wplywu
inkubacji komérek HUVEC w obecnosci PA na ilo§¢ biatka ATG7. Co wigcej ilos¢ biatka
ATGS5 jest w niewielkim stopniu obnizona po 48 h inkubacji w obecnosci 200 uM PA.
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Rycina 20. Wpltyw PA na ilos¢ biatek ATGS5 i ATG7. Na rycinie przedstawiono
reprezentatywne wyniki  Western blot oraz analizy densytometrycznej danych,
po ich normalizacji w stosunku do B-aktyny (sredni % kontroli BSA + SD, n=3-8). Analize
statystyczng pomiedzy PA akontrol3 BSA dla danego czasu inkubacji przeprowadzono

za pomocg testu t-Studenta: ***p < 0,001.
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Rycina 21. Wpltyw PA na ilo§¢ biatka LC3. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne
wyniki Western blot oraz analizy densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku
do B-aktyny ($redni % kontroli BSA + SD, n=3-8). Analiz¢ statystyczna pomiedzy PA
a kontrola BSA dla danego czasu inkubacji przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta:
*p <0,05, **p<0,01.

Z drugiej jednak strony PA wplywa w zauwazalnym stopniu na inne biatka czesto
wykorzystywane w celu identyfikacji autofagii w komorkach, w tym biatko LC3, ktore
jest wykrywane metodg Western blot w postaci dwoch form LC3-1 oraz LC3-II.
Pod wptywem PA dochodzi do przejsciowego wzrostu ilosci biatka LC3-Il oraz obnizenia
LC3-I po 6 h inkubacji w obecnosci 200 pM PA, przez co stosunek LC3-11 do LC3-I
jest podniesiony (Rycina 21). Po 24 h obserwowano jedynie niewielki wzrost ilosci LC3-I1.
Obserwowane zmiany maja charakter przejsciowy i po 48 h traktowania komoérek PA

zawarto$¢ LC3-11 wraca do poziomu obserwowanego w kontroli BSA.

Innym markerem autofagii jest biatko p62/SQSTM1. W przypadku aktywacji autofagii
jego zawarto$¢ w komorkach jest obnizona w wyniku degradacji, natomiast zahamowanie

autofagii prowadzi do jego nagromadzania si¢ [185]. PA powoduje zalezne od czasu
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zwigkszenie ilosci p62 (Rycina 22). Wykazano istotny wzrost ilosci tego biatka w komodrkach
inkubowanych w obecnosci PA w stgzeniu 200 uM po 24 i 48 h inkubacji.

6h 24 h 48 h
100 200 100 200 100 200 puM
-+ -+ - + - + - 4+ - + PA
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Rycina 22. Wptyw PA na ilo$¢ biatka p62. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki
Western blot oraz analizy densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku
do pB-aktyny (sredni % kontroli BSA £+ SD, n=5-7). Analiz¢ statystyczng pomiedzy PA
a kontrola BSA dla danego czasu inkubacji przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta:
*p <0,05, **p<0,01.

PA w stezeniu 100 uM powoduje zwigkszenie ilosci biatka ATG3 po 6 i 48 h inkubacji
(Rycina 23), co moze $wiadczy¢ o przejsSciowym dodatnim wplywie na proces autofagii.
Natomiast nie obserwowano wptywu 200 uM PA na zawarto$¢ tego biatka. W tworzeniu
autofagosomow uczestniczy réwniez kompleks biatek ATGI12-ATG5 oraz ATG16L1.
Zaobserwowano, ze ich ilo$¢ jest zwigkszona po 6 h inkubacji w obecnosci 100 uM PA,
aw stezeniu 200 puM jedynie ATGI2-ATGS5. W pozostatych zbadanych warunkach
doswiadczalnych jest taka jak w kontroli BSA. Dodatkowo PA w stezeniu 100 uM powoduje
zwigkszenie ilosci bekliny-1 po 48 h inkubacji.

Przedstawione wyniki nie wykluczajg udziatu autofagii w odpowiedzi komoérek HUVEC
na PA, ale niec sg na tyle spdjne i istotne statystycznie, zeby jednoznacznie thumaczy¢

zwigkszone dojrzewanie 1 wydzielanie vVWF.
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Rycina 23. Wptyw PA na ilo$¢ biateck ATG3, ATG12-ATG5, ATG16L1, beklina-1.
Narycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki Western blot oraz analizy
densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku do B-aktyny (sredni % kontroli
BSA + SD, n=5-7). Analiz¢ statystyczng pomiedzy PA a kontrola BSA dla danego czasu
inkubacji przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05, **p <0,01.
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4.3.4.  Wplyw kwasu palmitynowego na cialtka Weibel-Palade’a

Wydzielanie WPBs jest zwigzane ze zmiang organizacji filamentéw aktynowych [92,95].
Zmiany architektury szkieletu komorkowego pod wptywem PA byty opisywane w innym
konteks$cie oraz innych warunkach do§wiadczalnych [186,187], w zwiazku z czym nie mozna
wykluczy¢, ze obserwowane zwigkszone wydzielanie vVWF moze by¢ tez zwigzane ze zmiang
architektury cytoszkieletu wptywajaca na przemieszczanie si¢ 1 wydzielanie WPBs.
Dlatego sprawdzono, czy obecno$¢ PA w pozywce wplywa na lokalizacjc WPBs,
co nie wykluczatoby wczesniej wykazanego istotnego znaczenia zwigkszonej ekspresji genu,

ale mogloby uzupehic ten obraz.

Stosujac  barwienie immunocytochemiczne uwidoczniono wewnatrzkomorkowa
lokalizacje vWF, a stosujac falloidyne sprzezong ze znacznikiem fluorescencyjnym
wyznakowano F-aktyne¢. Barwienia te przeprowadzono w komorkach inkubowanych 48 h
w obecnosci 200 pM PA. Uzyskane zdjg¢cia nie wskazuja, ze PA ma wptyw na lokalizacje
komorkowa WPBs (Rycina 24). Podobnie, nie wykazano wplywu PA na organizacje szkieletu
aktynowego komorek, co mogloby by¢ potencjalnie zwigzane z wydzielaniem WPBs.
Ta obserwacja wzmacnia wniosek przedstawiony wczesniej wskazujacy na to, ze PA
w zastosowanych ~warunkach doswiadczenia nie wplywa na wydzielanie WPBs
przez komorki HUVEC. Jednoczesnie dodatkowo podkresla tagodno$¢ stosowanych
warunkow doswiadczalnych w poréwnaniu do stosowanych przez wspomnianych

autoréw [186,187].

Sprawdzono takze, czy obecno$¢ PA w pozywce wplywa wybidrczo jedynie
na wytwarzanie VWF, czy takze na wytwarzanie innych biatek wchodzacych w sktad WPBs,
lub zwigzanych z dojrzewaniem i wydzielaniem WPBs, oraz regulacja wydzielonego poza
komorke vVWF. W tym celu zbadano wplyw PA na ekspresje genow kodujacych niektére
biatka zwigzane z tymi procesami. Stwierdzono, ze PA wplywa stymulujaco na ekspresje
genow CD63 i ANXA2, podczas gdy poziom ekspresji pozostatych badanych genow,
czyli SELP, ADAMTS13, ANXAS8 nie ulega znaczacej zmianie (Rycina 25).

Te obserwacje sugerujg, ze stymulujagcy wptyw PA na wydzielanie VWF wynika raczej
z wybiorczej aktywacji ekspresji genu VWF, a nie jest skutkiem jakichkolwiek zmian

dotyczacych tworzenia WPBs.
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Rycina 24. Poréwnanie lokalizacji vVWF i F-aktyny w komorkach kontrolnych (BSA)
I inkubowanych 48 h w obecnosci 200 uM PA. Na zdjgciach kolorem czerwonym 0znaczono
VWF, zielonym F-aktyn¢ (falloidyna), niebieskim jadra komorkowe (Hoechst).
Odcinek na rycinie odpowiada 10 um w rzeczywistosci.
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Rycina 25. Wptyw 48 h inkubacji w obecnosci 200 uM PA na ekspresje genéw CD63, SELP,
ADAMTS13, ANXA2, ANXA8. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzgledng ekspresje
genu (RQ) po normalizacji wzgledem ACTB i w odniesieniu do wybranej proby kontrolnej
(Srednia = SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczng pomiedzy PA a kontrolg BSA przeprowadzono
za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05.

Na podstawie uzyskanych wynikdw mozna wnioskowa¢, ze zwigkszenie wydzielania
VWF przez komorki inkubowane w obecnosci PA odzwierciedla zwigkszenie ilo$ci
dojrzatego vWF znajdujacego si¢ WPBs. Jest to zapewne efektem zwigkszonej ekspresji genu
VWF oraz nasilonego procesu dojrzewania biatka, na co wskazuja zmiany proporcji mig¢dzy

r6znymi formami vWF.
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4.4, Wplyw kwasu palmitynowego na aktywacje Sciezki sygnalowej

zwiazanej ze zwiekszonym wytwarzaniem vVWF

4.4.1. Sciezka sygnalowa NF-kB

Dane pismiennictwa wskazuja, ze w komorkach inkubowanych z PA dochodzi
do aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-xB [135,188-190]. Istotnie jak pokazano
na Rycinie 26, 200 uM PA powoduje postepujgce w czasie jednoczesne zwiekszenie proporcji
ufosforylowanego w pozycji Ser536 biatka NF-kB p65 oraz obnizenie ilosci IkBa. Uzyskane
wyniki jednoznacznie $wiadczg o aktywacji $ciezki sygnatowej NF-kB przez PA podany
w stezeniu 200 uM. Natomiast w obecnosci 100 uM PA nie obserwowano podobnych zmian.

Ze wzgledu na to, ze zmiany ekspresji genu VWF indukowane przez PA chociaz istotne
statystycznie sg stosunkowo niewielkie, a przez to ich analiza ilo§ciowa jest trudniejsza
i mniej pewna, w opisywanych doswiadczeniach aktywacja Sciezki sygnalowej zwigzanej
z NF-xB jest oceniana posrednio na podstawie wplywu PA na ekspresje genu TNF.
Aktywacja transkrypcji tego genu przez NF-xB pod wplywem PA jest dobrze opisana
W pismiennictwie [115,191], a zatem wydaje si¢, ze moze to by¢ wykorzystane jako wskaznik
rzeczywistej aktywacji NF-xB. Jak pokazano na Rycinie 27 inkubacja w obecno$ci 200 pM
PA znacznie, ale przejsciowo zwigksza ekspresje genu TNF. Najwickszy wzrost
obserwowano po 6 h inkubacji, po 24 h jest mniejszy, a po 48 h ekspresja genu TNF
jest na poziomie kontroli BSA. 100 uM PA nie wptywa na transkrypcj¢ genu TNF, podobnie
jak nie powoduje aktywacji NF-kB, pomimo wykazanego zwigkszenia transkrypcji
genu VWF (Rycina 10).
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Rycina 26. Wptyw PA na ilo$¢ biatek fosforylowanego NF-kB p65 (Ser536) i IxBo.

Narycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki Western blot oraz analizy
densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku do B-aktyny ($redni % kontroli

BSA = SD, n=4-7). Analiz¢ statystyczng pomigdzy PA a kontrola BSA dla danego czasu
inkubacji przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Rycina 27. Wptyw PA na ekspresj¢ genu TNF. Wyniki RT-gPCR przedstawiono jako
wzgledng ekspresje genu (RQ) po normalizacji wzglgdem ACTB i w odniesieniu do wybranej
proby kontrolnej (Srednia = SD, n=3-4). Analize statystyczng pomi¢dzy PA a kontrolg BSA
dla danego czasu inkubacji przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta: *p < 0,05.

A zatem potwierdzono aktywacj¢ $ciezki sygnatowej NF-kB przez PA podany w stezeniu
200 uM (Rycina 26). Natomiast dostgpne informacje dotyczace regulacji ekspresji genu VWF
przez NF-xB sa bardzo ograniczone i niejednoznaczne [192-194]. W celu sprawdzenia,
czy $ciezka sygnatlowa NF-kB aktywowana przez PA jest zwigzana ze zwigkszong ekspresja
genu VWF, przeprowadzono doswiadczenia, ktorych celem bylo sprawdzenie, czy
zahamowanie NF-xB przez kardamoning wptywa na transkrypcje genu VWF?
Mimo, ze dziatanie kardamoniny nie jest bardzo specyficzne, jest ona czesto stosowanym
inhibitorem NF-xB i zwigzanego z nim stanu zapalnego, a jej dziatanie hamujace wptyw PA
na komorki HUVEC zostato potwierdzone przez Pillon i wsp. [140]. Komoérki inkubowano
przez 1 h w obecnosci 5 uM kardamoniny, a nastgpnie inkubowano jednoczesnie w obecnosci
kardamoniny i 100 uM PA przez 48 h. W tych warunkach obserwowano wczesniej Wzrost
ekspresji genu VWF (Rycina 10), a jednoczesnie nie wykazano aktywacji NF-xkB (Rycina 26),
ani wzrostu transkrypcji genu TNF (Rycina 27), co sugeruje inny niz zalezny od NF-xB
mechanizm regulacji transkrypcji VWF. Z drugiej jednak strony w komoérkach inkubowanych
w obecnosci PA kardamonina powoduje obnizenie ekspresji genu VWF do poziomu
obserwowanego w warunkach kontrolnych z BSA (Rycina 28). To sugeruje, ze zwigkszona
w obecnosci PA ekspresja genu VWF jest mimo wszystko zwigzana z aktywacja Sciezki

sygnatowej NF-«xB.
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Rycina 28. Wptyw inhibitora kardamoniny (CARD) na zwigkszong przez PA ekspresj¢ genu
VWEF. Komorki preinkubowano przez 1 h w obecnosci 5 uM kardamoniny, a nastgpnie przez
48 h w jednoczesnej obecnosci 100 pM PA. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzglgdna
ekspresje genu (RQ) po normalizacji wzgledem ACTB i w odniesieniu do wybranej proby
kontrolnej (Srednia + SD, n=3-4). Analizg statystyczng przeprowadzono za pomocg testu
t-Studenta: *p < 0,05 PA vs. BSA; #p < 0,05 CARD vs. DMSO.

Dodatkowo efekt kardamoniny zbadano rowniez obserwujac jej wptyw na ekspresje
genu TNF w obecnosci PA. W tym przypadku komorki inkubowano przez 1 h w obecnosci
20 uM kardamoniny, a nastepnie jednocze$nie w obecnosci kardamoniny i 200 uM PA przez
kolejne 6 h, czyli w warunkach do§wiadczalnych, w ktorych wptyw PA na transkrypt TNF
jest najwickszy (Rycina 27). Kardamonina catkowicie blokuje efekt PA na zwigkszong
transkrypcje TNF (Rycina 29), podobnie jak w przypadku genu VWF (Rycina 28).
W komorkach kontrolnych inkubowanych w obecnosci BSA rowniez obserwowano obnizenie
ekspresji genu TNF pod wplywem kardamoniny, co moze wskazywa¢ na hamowanie

podstawowej (niestymulowanej PA) aktywnosci NF-«kB.
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Rycina 29. Wptyw inhibitora kardamoniny (CARD) na zwigkszong przez PA ekspresj¢ genu
TNF. Komorki preinkubowano przez 1 h w obecnosci 20 uM kardamoniny, a nastepnie
przez6 h inkubowano w jednoczesnej obecno$ci 200 uM PA. Wyniki RT-qPCR
przedstawiono jako wzgledng ekspresje genu (RQ) po normalizacji wzgledem ACTB
I w odniesieniu do wybranej proby kontrolnej (Srednia £ SD, n=4). Analiz¢ statystyczng
przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta: **p < 0,01 PA vs. BSA; #p <0,05, ##p <0,01
CARD vs. DMSO.

4.4.2. Receptory TLR

NF-kB jest czynnikiem transkrypcyjnym bioragcym udzial w S$ciezce przekazywania
sygnatu od receptorow TLR. Dane pi$miennictwa wskazuja, ze TLR2, jak i TLR4 moga
uczestniczy¢ w odpowiedzi komoérek na PA w badaniach in vitro oraz in vivo, jak wykazano
umyszy z otytoscig indukowang dieta wysokottuszczowa [140,195-207]. Z kolei TLR6
uczestniczy w tworzeniu dimeréw z TLR2 po zwigzaniu specyficznego liganda. Zbadano
zatem wptyw inkubacji komoéorek HUVEC w obecnosci PA na wzgledng ilo$¢ biatka
wybranych receptorow TLR, ktore potencjalnie moga by¢ aktywowane przez PA.

Inkubacja komorek przez 48 h z 200 uM PA powoduje bardzo duze zwigkszenie ilosci
biatka TLR2 (Rycina 30). Przeciwny efekt wystepuje w przypadku biatka TLR4, ktorego
ilo$¢ jest istotnie obnizona w komorkach inkubowanych w obecnosci 100 pM PA
I nieznacznie (brak istotnosci statystycznej jest spowodowany rozrzutem wynikow)
w obecnosci PA w stezeniu 200 pM. Co wiecej, ilos¢ biatka TLR6 jest obnizona w obecnos$ci

PA w obu zastosowanych st¢zeniach.
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Rycina 30. Wpltyw PA na ilo§¢ TLR2, TLR4, TLR6. Narycinie przedstawiono

reprezentatywne wyniki  Western

blot

oraz

analizy densytometrycznej

danych,

po ich normalizacji w stosunku do B-aktyny (Sredni % kontroli BSA + SD, n=3-6). Analize
statystyczng pomiedzy PA akontrola BSA przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta:

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Znacznie zwigkszona w obecnosci PA ilos¢ biatka TLR2 (Rycina 30) moze sugerowaé
zwigkszong odpowiedz prozapalng na specyficzng aktywacje tego receptora. Dlatego
sprawdzono, czy przeklada si¢ to na zwickszenie jego aktywnos$ci. Komorki inkubowano
przez 48 h w obecnosci 200 uM PA, a nastgpnie przez 2 h inkubowano w obecnosci 10 pg/ml
peptydoglikanu z Bacillus subtilis, ktory jest specyficznym ligandem receptora TLR2. Oceny
aktywacji TLR2 dokonano na podstawie transkrypcji genu TNF, ktéra powinna si¢ zwigkszaé
w wyniku regulacji przez NF-xB i moze by¢ wyznacznikiem aktywacji. Oczekiwano,
ze W komorkach traktowanych PA efekt peptydoglikanu ze wzgledu na wickszg ilo$¢

receptora bedzie wigkszy niz w komodrkach kontrolnych z BSA.

Peptydoglikan powoduje zwigkszenie ekspresji genu TNF zaréwno w komorkach
kontrolnych inkubowanych z BSA, jak i inkubowanych z PA (Rycina 31). Jednakze
po stymulacji peptydoglikanem ekspresja genu TNF jest nizsza w komoérkach inkubowanych
w obecnosci PA w stosunku do BSA. Uzyskane wyniki sugerujg, ze inkubacja komorek
HUVEC w obecnosci PA powoduje, ze specyficzna odpowiedz receptoréw TLR2
w odpowiedzi na peptydoglikan jest mniejsza, co jest zaskakujacg obserwacja, uwzgledniajac

zwigkszenie ilo$ci biatka TLR2 ocenianej metodg Western blot (Rycina 30).
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Rycina 31. Wptyw PA na aktywacje przez peptydoglikan ekspresji genu TNF. Komorki
inkubowano 48 h w obecnosci 200 uM PA, a nastepnie przez 2 h w obecnosci 10 pg/ml
peptydoglikanu z Bacillus subtilis. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzgledng ekspresje
genu (RQ) po normalizacji wzgledem ACTB 1 w odniesieniu do wybranej proby kontrolne;j
BSA niestymulowanej peptydoglikanem ($rednia = SD, n=3). Analiz¢ statystyczng pomiedzy
przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta.
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W celu ustalenia, ktory z receptorow rodziny TLR jest aktywowany przez PA i bierze
udziat w przekazywaniu sygnatu powodujacego zwickszenie ekspresji genu VWF, komorki
HUVEC preinkubowano przez 1 h z inhibitorami C29 i TAK-242 specyficznymi
odpowiednio dla TLR2 i TLR4, a nastepnie dodawano do pozywki PA w st¢zeniu 100 uM
na48 h. Wptyw C29 i TAK-242 badano w takich samych warunkach doswiadczalnych,
jak w przypadku kardamoniny (Rycina 28), a wigc w warunkach, w ktoérych obserwowano
zwigkszong ekspresje genu VWF pod wptywem PA (Rycina 10), a jednoczes$nie nie wykazano
aktywacji NF-xB (Rycina 26).

Nie udato si¢ wykaza¢ wpltywu tych inhibitorow na stymulowany przez PA wzrost
ekspresji genu VWF (Rycina 32). Co wigcej, jedynie w Kkontrolnych komorkach
inkubowanych z BSA obserwowano nieznaczne zmiany ekspresji genu VWF. W obecnosci
C29 obserwowano tendencj¢ do wzrostu ekspresji genu VWF, natomiast pod wptywem
TAK-242 do jej obnizenia. W komorkach traktowanych PA Zaden z inhibitoréw nie powoduje
istotnych zmian. Na podstawie uzyskanych wynikow nie mozna okresli¢, ktory z receptorow

TLR jest bezposrednio aktywowany przez PA.
VWF
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Rycina 32. Wptyw inhibitorow C29 i TAK-242 na zwigkszong w obecnosci PA ekspresje
genu VWF. Komorki preinkubowano przez 1 h w obecnosci 100 uM C29 lub 20 uM
TAK-242, a nastepnie przez 48 h w jednoczesnej obecnosci 100 uM PA. Wyniki RT-gPCR
przedstawiono jako wzgledng ekspresje genu (RQ) po normalizacji wzgledem ACTB
I W odniesieniu do wybranej proby kontrolnej ($rednia + SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczng
pomigdzy PA akontrola BSA przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05 PA
vs. BSA; analize statystyczng pomiedzy inhibitorami a kontrola DMSO przeprowadzono
za pomoca jednoczynnikowej analizy wariancji z testem post hoc Dunnetta.
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Jak wykazano wczesniej (Rycina 28 i Rycina 29), zwigkszona w obecnosci PA ekspresja
genow VWF i TNF jest zwigzana z aktywacja NF-xB, a wiec sa regulowane przez ta sama
Sciezke sygnatowg. Dlatego, aby wyjasni¢, ktory z receptorow TLR jest aktywowany przez

PA, sprawdzono wptyw inhibitorow C29 i TAK-242 na aktywacje transkrypcji genu TNF.

Co zaskakujace, C29 zar6wno w komorkach kontrolnych BSA, jak i inkubowanych z PA,
zwigksza ekspresje genu TNF. Natomiast TAK-242 hamuje obserwowany w obecnosci PA
wzrost poziomu mMRNA TNF (Rycina 33). Pozwala to stwierdzi¢, ze PA aktywuje odpowiedz

komorek obserwowang na podstawie zwickszonej ekspresji genu TNF poprzez aktywacje

receptora TLR4.
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Rycina 33. Wplyw inhibitorow C29 i TAK-242 na zwigkszong w obecnosci PA ekspresje
genu TNF. Komorki preinkubowano przez 1 h w obecnosci A) 100 uM C29 lub 20 uM
TAK-242, B) obu inhibitorow, a nastepnie przez 6 h inkubowano w jednoczesnej obecnosci
200 uM PA. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzgledng ekspresj¢ genu (RQ)
po normalizacji wzgledem ACTB i1 w odniesieniu do wybranej proby kontrolne;
(Srednia + SD, n=4). Analize statystyczng pomiedzy PA a kontrola BSA przeprowadzono
za pomoca testu t-Studenta: ***p < 0,001, ****p <0,0001 PA vs. BSA; analizg statystyczna
pomiedzy inhibitorami a kontrola DMSO przeprowadzono za pomoca jednoczynnikowej
analizy wariancji z testem post hoc Dunnetta: #p < 0,05, ##p < 0,01, ###p < 0,001 inhibitor
vs. DMSO.

Aby wyjasni¢ niespodziewany wplyw inhibitora C29, komorki inkubowano jednocze$nie
w obecnosci PA oraz inhibitorow obu badanych receptoréw. W obecnosci TAK-242
stymulujacy wptyw C29 na ekspresje genu TNF jest zahamowany, a poziom transkryptu genu

TNF zblizony do zaobserwowanego w probach inkubowanych w obecnosci jedynie TAK-242
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(Rycina 33). Ta nieoczekiwana obserwacja moze sugerowaé, ze zahamowanie aktywnosci

TLR2 przez C29 powoduje zwickszong aktywacje receptora TLR4.

W celu doktadniejszego zbadania wptywu inhibitora TLR2 na zwigkszong aktywnos$é¢
TLR4, zbadano wplyw obu inhibitoréw na ilo$¢ biatka receptoréw TLR2 1 TLR4.
Poniewaz zwigkszenie transkrypcji TNF przez C29 jest niezalezne od obecnosci
PA i wykazano je rowniez w komorkach kontrolnych inkubowanych z BSA (Rycina 33),
to wptyw inhibitorow w tym doswiadczeniu zbadano w komoérkach nietraktowanych PA.
Komoérki inkubowano w obecno$ci C29 i TAK-242 przez 7 h, co odpowiada catkowitemu

czasowi inkubacji z inhibitorami w poprzednim do$wiadczeniu.

W zastosowanych warunkach nie obserwowano wplywu C29 na ilo$¢ receptora TLR2
(Rycina 34). Natomiast TAK-242 powoduje jego obnizenie. Ilos¢ TLR4 jest istotnie
zwigkszona zarowno przez C29, jak i TAK-242, jednak ta zmiana, cho¢ istotna statystycznie

jest bardzo mata i jej znaczenie jest niepewne.
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Rycina 34. Wptyw inhibitoréw C29 i TAK-242 na ilos¢ TLR2 i TLR4. Komorki inkubowano
przez 7 h w obecnosci 100 uM C29 i 20 uM TAK-242. Narycinie przedstawiono
reprezentatywne wyniki  Western blot oraz analizy densytometrycznej danych,
po ich normalizacji w stosunku do B-aktyny (Sredni % kontroli = SD, n=3-4). Analize
statystyczng pomiedzy inhibitorami a kontrola DMSO przeprowadzono za pomoca
jednoczynnikowej analizy wariancji z testem post hoc Dunnetta: #p < 0,05 inhibitor
vs. DMSO.
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Przekazywanie sygnatu od aktywowanych receptoréow TLR wymaga udziatu wielu biatek
(Rycina 6). Wsrod nich, poza samymi receptorami sa m.in. biatka adaptorowe TIRAP
i MyD88 oraz biatko CD36, bedace koreceptorem dla TLR2 i TLR4 [208-212], a w pewnych

warunkach uczestniczace w tworzeniu dimerdéw receptorow TLR4 i TLR6 [213,214].

Na Rycinie 35 przedstawiono wyniki do§wiadczen, w ktérych sprawdzono, czy i jezeli
tak, to w jaki sposob inhibitory C29 i TAK-242 oraz PA wplywaja na ckspresje genow
kodujacych receptory TLR oraz wymienione biatka towarzyszace. Doswiadczenie
to przeprowadzono w warunkach, w ktorych obserwowano znaczny wptyw obu badanych

inhibitoréw na ekspresje genu TNF (Rycina 33).

Wykazano, ze inkubacja komorek w obecnosci PA powoduje zwigkszenie ekspresji genu
TLR2 oraz w mniejszym stopniu TIRAP. W obecnos$ci C29 wykazano zwigkszong ekspresje
genu TLR4 niezaleznie od obecnosci PA, co jest zgodne z obserwowanym wczesniej
zwigkszeniem ilo$ci biatka TLR4 (Rycina 34). Natomiast w obecnosci jednoczesnie C29 i PA

obserwowano jedynie niewielkie obnizenie ekspresji genu MYD88.

Dodatkowo wykazano, ze inkubacja w jednoczesnej obecnosci PA z inhibitorem
TAK-242, a wigc w warunkach, w ktorych odpowiedZz na PA obserwowana na podstawie
ekspresji genu TNF jest zahamowana (Rycina 33), powoduje zwigkszenie ekspresji genow
TLR6, CD36 i TIRAP.

A zatem wykazano, ze C29 zwigksza zarowno ekspresje genu jak i ilo§¢ biatka TLR4,
co zapewne ttumaczy zwigkszong aktywno$¢ TLR4, obserwowana na podstawie wzmozonej
transkrypcji TNF (Rycina 33). Nie udato si¢ zaobserwowac innego dodatkowego wptywu C29
na geny kodujace biatka zwigzane z przekazywaniem sygnatu, ktoéry moéglby wyjasniac
zwigkszenie poziomu transkryptu TNF. Jednakze nieoczekiwanie w komorkach
z zahamowang przez TAK-242 aktywnoscig receptora TLR4, PA powoduje wzrost ekspresji
gendw kodujacych biatka, ktore moga bezposrednio oddziatywaé z TLR4 1 uczestniczy¢
W przekazywaniu sygnatu, czyli TLR6, CD36 1 TIRAP.
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Rycina 35. Wptyw inhibitorow C29 i TAK-242 w obecno$ci PA na ekspresje genow TLR2,
TLR4, TLR6, CD36, TIRAP, MYD88. Komorki preinkubowano przez 1 h w obecnosci
100 uM C29 lub 20 uM TAK-242, a nastgpnie przez 6 h inkubowano w jednoczesnej
obecnosci 200 uM PA. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzgledng ekspresje genu (RQ)
po normalizacji wzgledem ACTB 1 w odniesieniu do wybranej proby kontrolnej
(Srednia + SD, n=3-4). Analize¢ statystyczng pomiedzy PA a kontrola BSA przeprowadzono
za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05 **p < 0,01 PA vs. BSA; analiz¢ statystyczng pomi¢dzy
inhibitorami a kontrola3 DMSO przeprowadzono za pomocg jednoczynnikowej analizy
wariancji z testem post hoc Dunnetta: #p < 0,05, ##p < 0,01 inhibitor vs. DMSO.
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Zwickszona aktywacja TLR4 w obecnosci inhibitora TLR2 (Rycina 33) sugeruje
istnienie zjawiska kompensacji migdzy tymi biatkami. Aby przyjrze¢ si¢ blizej tej obserwacji
zastosowano metode wyciszania ckspresji genéow TLR2 i TLR4 z wykorzystaniem
odpowiednich siRNA.

Transfekcja komorek przy pomocy SiTLR2 powoduje efektywne obnizenie ilosci biatka
TLR2 po 481 72 h, natomiast po 96 h zawartosci biatka TLR2 wzrasta. Jednocze$nie po 72 h
od transfekcji obserwowano zwickszanie ilosci biatka TLR4 1 jej istotny spadek
po 96 h (Rycina 36). W celu wyciszenia genu TLR4 zastosowano 2 rdzne rodzaje siRNA.
Zaden z nich podany osobno nie powoduje efektywnego zmniejszenia ilosci biatka. Jedynie
w przypadku siTLR4#1 po 96 h od transfekcji obserwowano niewielki spadek (o okoto 17%;
Rycina 36). Mimo to wykazano zmieniajacy si¢ w czasie wplyw wyciszenia TLR4
na zawarto$¢ biatka TLR2. Po 48 h od podania SiTLR4#1 obserwowano przejsciowe
obnizenie ilosci biatka TLR2. Natomiast po dluzszym czasie wykazano jego wzrost jego
zawartosci, zaro6wno W przypadku podania siTLR4#1 (Rycina 36), jak i SITLR4#2
(Rycina 37). Szczegoblnie silny efekt SITLR4#1 wystepuje po 96 h.

Jednoczesna transfekcja dwoma roéznymi siRNA wyciszajacymi gen TLR4 powoduje
znaczace obnizenie ilosci biatka TLR4. Po 48 i 72 h od jednoczesnego podania obu SiRNA
ilo§¢ biatka TLR4 zmniejsza si¢ odpowiednio o okoto 30% i 35% (Rycina 37). Ilos¢ biatka
TLR2 jest obnizona 48 h po transfekcji jednoczesnie siTLR4#1 i siTLR4#2, co odpowiada
wynikowi obserwowanemu w przypadku podania wytacznie siTLR4#1 (Rycina 36).
Nastepnie 72 1 96 h po transfekcji obserwowano wzrost ilosci TLR2 zalezny od czasu. Ilo$¢
biatka TLR2 96 h po transfekcji dwoma rodzajami siRNA wyciszajagcymi TLR4 jest znacznie
zwigkszona, stanowigc nawet okoto 30-90-krotno$¢ kontroli. Ze wzgledu na wielkos$¢ tego
przedzialu efekt ten nie uzyskuje istotnosci Statystycznej, ale jest niewatpliwie

bardzo znaczacy.
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Rycina 36. Wptyw transfekcji siTLR2 i siTLR4#1 na ilos¢ TLR2 i TLR4. Komorki
analizowano 48, 72 i 96 h po transfekcji. Na rycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki
Western blot oraz analizy densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku
do B-aktyny ($redni % negatywnej kontroli transfekcji siRNA (siRNA neg) + SD, n=3-4);
Analize statystyczng pomigdzy siRNA a kontrolg siRNA neg dla danego czasu transfekcji
przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta: *p < 0,05, **p < 0,01, ****p <0,0001.
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Rycina 37. Wptyw transfekcji siTLR4#2 oraz jednoczesnie SITLR4#1 i sSiTLR4#2
(SITLR4#1+#2) na ilos¢ TLR2 i TLR4. Komorki analizowano 48, 72 i 96 h po transfekcji.
Narycinie przedstawiono reprezentatywne wyniki Western blot oraz analizy
densytometrycznej danych, po ich normalizacji w stosunku do B-aktyny ($redni % negatywnej
kontroli transfekcji SIRNA (siRNA neg lub siRNA negx2) + SD, n=3-4). Analiz¢ statystyczng
pomiedzy siRNA a kontrolg siRNA neg dla danego czasu transfekcji przeprowadzono
za pomocag testu t-Studenta: *p < 0,05, **p < 0,01, ****p < 0,0001.
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Podsumowujac, wyciszenie genu TLR2 powoduje wzrost ilosci biatka TLR4. Transfekcja
jednym rodzajem siTLR4, mimo tego, ze nie udalo si¢ wykaza¢ efektywnego obnizenia
zawarto$ci biatka TLR4, powoduje wzrost ilosci biatka TLR2. Wyciszenie genu TLR4
poprzez transfekcje jednoczes$nie dwoma siRNA powoduje znaczny,

nawet kilkudziesigciokrotny wzrost ilosci biatka TLR2 (Tabela 9).

Tabela 9. Podsumowanie wptywu transfekcji siRNA na ilo§¢ TLR2 i TLR4.

Czas po transfekcji
SIRNA Ilo$¢ biatka
48 h 72 h 96 h
TLR2 N N2 T
SITLR2
TLR4 - T N2
TLR2 N ™ T
SITLR4#1
TLR4 - - N2
TLR2 T T T
SITLR4#2
TLR4 - - -
TLR2 N T ™~
SITLRA#1+#2
TLR4 N N -1y

Na Rycinie 36 i Rycinie 37 przedstawiajacych wyniki Western blot dla TLR2
obserwowano 2 prazki na zblizonej wysokosci, ktore na podstawie wzorca mas moga
odpowiada¢ temu biatku. Transfekcja siTLR2 powoduje obnizenie sygnatu gornego prazka
(Rycina 36). TLR2 ulega glikozylacji w 4 pozycjach, co moze mie¢ wplyw na migracje¢ biatka
podczas elektroforezy. W zwigzku z tym w celu potwierdzenia, ktory z prazkoéw odpowiada
TLR2 przeprowadzono deglikozylacje z uzyciem PNGazy F. Jak przedstawiono
na Rycinie 38, po zastosowaniu PNGazy F nadal widoczny jest dolny prazek okoto 100 kDa,
co wskazuje raczej na niespecyficznos¢ tego sygnatu. Gorny prazek przestaje by¢ widoczny,
a ponizej pojawia si¢ pragzek dotychczas nieobserwowany. Potwierdza to, ze specyficznym
dla biatka TLR2 jest jedynie gorny prazek.
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Rycina 38. Deglikozylacja biatka TLR2 przy uzyciu PNGazy F w lizatach komérek HUVEC.
Przedstawiono reprezentatywny wynik Western blot wybrany z trzech niezaleznych
doswiadczen.

Efekt transfekcji siTLR4 na biatko TLR2 obserwowano niezaleznie od efektywnosci
wyciszenia ocenianej na podstawie ilosci biatka TLR4. W zwigzku z tym w celu
potwierdzenia skuteczno$ci stosowanych siRNA sprawdzono wplyw siTLR4 na poziom
transkryptu TLR4.

Transfekcja siTLR4#1 znacznie obniza poziom mMRNA genu TLR4 w kazdym badanym
punkcie czasowym (Rycina 39). Efekt siTLR4#2 jest nieco mniejszy, natomiast rowniez
istotny statystycznie 48 i 96 h po podaniu siRNA, ale po 72 h nieznaczny. W przypadku
jednoczesnej transfekcji dwoma siTLR4 obserwowano istotnie statystyczne obnizenie ilosci
transkryptu TLR4 48 i 96 h po transfekcji oraz tendencj¢ po 72 h, podobnie jak w przypadku
podania siTLR4#2.

Jednoczes$nie sprawdzono jak podanie siTLR4 wptywa napoziom transkryptu genu
TLR2. W przypadku transfekcji siTLR4 nie udato si¢ zaobserwowaé istotnej statystycznie
zmiany poziomu mRNA TLR2, chociaz obserwowano pewien wzrost po 96 h od podania
SiTLR4#1. W przypadku podania obu siRNA wyciszajacych TLR4 zaobserwowany niewielki

wzrost poziomu po 72 i 96 h rowniez nie wykazuje istotnosci statystyczne;j.
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Rycina 39. Wptyw transfekcji siTLR4#1, siTLR4#2 oraz jednoczes$nie siTLR4#1 i SITLR4#2
(siTLR4#1+#2) na ekspresje genéow TLR2 i TLR4. Komorki analizowano 48,72196 h
po transfekcji. Wyniki RT-qPCR przedstawiono jako wzgledng ekspresje genu (RQ)
po normalizacji wzglegdem ACTB 1 w odniesieniu do wybranej proby kontrolnej
($rednia + SD, n=3). Analize statystyczng pomigdzy siRNA a kontrolg siRNA neg dla danego
czasu transfekcji przeprowadzono zapomoca testu t-Studenta: *p < 0,05, **p<0,01,
****p < 0,0001.
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5. Dyskusja

5.1 Wplyw kwasu palmitynowego na komoérki s$rodblonka

I wydzielanie VWF

Dysfunkcja $rodbtonka naczyn krwionosnych jest jednym z poczatkowych zaburzen
uktadu sercowo-naczyniowego, a nieleczona przyczynia si¢ do rozwoju miazdzycy,
nadcisnienia, choroby niedokrwiennej, udaréw i przedwczesnej $mierci [17,19]. Zaburzenia
funkcji srodbtonka zwigzane sg z krzepnigciem krwi, regulacjg srednicy naczyn krwiono$nych
i przeptywu krwi, wytwarzaniem czynnikow wzrostu, RFT, cytokin prozapalnych oraz
czasteczek adhezyjnych [17]. Waznym czynnikiem 0 znaczeniu patogennym, zwigzanym
Z otylo$cig 1 zaburzeniami metabolicznymi, jest zwigkszone stezenie FFA w osoczu,
wynikajace z zaburzen gospodarki lipidowej, a gltownie ze zwigkszonej lipolizy
w adipocytach. Wzrost st¢zenia FFA sprzyja rozwojowi insulinooporno$ci migsni
I niektorych innych narzadéw, a w kontekscie srodblonka prowadzi do rozwoju odpowiedzi
zapalnej i choréb sercowo-naczyniowych, w tym nadci$nienia i miazdzycy [215].

W niniejszej rozprawie badano wplyw PA na komorki §rodbtonka HUVEC, szczegolnie
koncentrujac si¢ na wydzielaniu VWF oraz ustaleniu, jaka $ciezka sygnatowa bierze udziat
w odpowiedzi komoérkowej na PA. Co prawda, uktad in vitro nie odzwierciedla ztozono$ci
zaburzen obserwowanych w skali organizmu, ale badania takie pozwalaja na identyfikacje
procesOw biochemicznych lezacych u podstaw odpowiedzi komoérek na badany czynnik,
zachodzacych w kontrolowanych warunkach.

Ze wzgledu na niska rozpuszczalnos¢ w roztworach wodnych FFA sa transportowane
w osoczu w kompleksie z albuming, ktora jest wytwarzana w watrobie. W doswiadczeniach
in vitro PA jest podawany w rézny sposob, co moze mie¢ wptyw na jego dostepnos¢ i skutki
oddziatywania na komorki. Najczesciej stosowang metodg jest podawanie kwasow
thuszczowych w postaci kompleksow z BSA, poniewaz albumina ludzka 1 bydleca wykazuja
zblizone wlasciwosci dotyczace wigzania tych zwigzkéw. W czasteczce albuminy
zidentyfikowano 6 lub 7 miejsc wigzania FA o wysokim powinowactwie [216]. Istotne
znaczenie podczas przygotowywania preparatu PA ma zachowanie wtasciwej proporcji kwasu
thuszczowego do albuminy. W przypadku przekroczenia stosunku ilosciowego albuminy
i czasteczek FA, ktore mogg by¢ zwigzane w kompleksie z tym biatkiem, czg$¢ pozostaje
w formie niezwigzanej. W pelni powtarzalne przygotowywanie kompleksu kwasoéw

thuszczowych z BSA jest trudne i moze by¢ przyczyna niepowtarzalno$ci wynikéw
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doswiadczen, zwlaszcza uzyskiwanych przez réznych autoréw. Moze to by¢ spowodowane
nie zawsze identycznym stopniem wysycenia miejsc wigzania kwasow tluszczowych BSA
oraz wptywem FA niezwigzanego [217,218].

BSA w warunkach in vitro moze indukowaé¢ zmiany prozapalne [219], cO czgsciowo
moze wynika¢ z opisywanej obecnosci zanieczyszczen [220]. Natomiast wpltyw BSA jako
takiego moze by¢ rowniez zwigzany z aktywacja receptora TLR4 i $ciezki sygnalowej NF-xB
[221]. Zazwyczaj, a takze w niniejszej pracy, probami do ktorych odnoszono dziatanie PA
byty komorki inkubowane z BSA w stezeniu takim jak w kompleksie z podanym FA. Takie
podejscie wydaje si¢ najwlasciwsze, chociaz dziatanie kompleksu BSA-FA nie jest prosta
sumg dziatania kazdego sktadnika osobno. Inng przyczyna pewnej niepowtarzalnosci
wynikow jest stosowanie réznych pozywek, a szczeg6lnie rdznigcych si¢ stezeniem FBS,
zawierajacej rowniez BSA. W niniejszej pracy stosowano surowic¢ w stezeniu 2%, czyli taka,
jaka jest rekomendowana do hodowli komorek HUVEC. Inni autorzy wzbogacaja czesto
pozywke dodajac surowice w wyzszym stezeniu, nawet do 20% [222]. Ze wzgledu na to,
ze FBS zawiera albuming w swoim sktadzie, koncowa proporcja miedzy PA a BSA moze by¢
zmieniona. Co wigcej, przy niskim stezeniu FBS w pozywce dodatek BSA w kompleksie
z PA badz w kontroli moze mie¢ stosunkowo wieksze znaczenie, co moze by¢ dodatkowym
powodem obserwowanych niepowtarzalnosci. Interpretujac i poréwnujac  wyniki
z uzyskanymi przez innych autorow trzeba zdawaé sobie sprawe z potencjalnych przyczyn
istniejacych roznic.

W doswiadczeniach, ktorych wyniki przedstawiono w niniejszej rozprawie, komorki
inkubowano w obecnosci PA o niskim stezeniu (do 200 pM) przez stosunkowo dilugi czas
(do 48 h), co umozliwia indukcj¢ procesow adaptacyjnych i zapewne lepiej niz krotkotrwata
inkubacja odzwierciedla sytuacje, jaka zdarza si¢ in vivo, pozwalajac na obserwacj¢ zmian
w komorkach w warunkach przedtuzonego stresu. Warunki do$wiadczalne ustalono tak,
aby PA nie zmniejszal przezywalnos¢ komorek (Rycina 9). Dane literaturowe wskazuja,
ze wyzsze stezenie PA powoduje apoptoze w réznych typach komorek, w tym komorkach
srodbtonka, poprzez wplyw na mitochondria, stres oksydacyjny, czy tez stres siateczki
srodplazmatycznej [223-228]. Natomiast obserwowana w obecnosci 200 uM PA zwigkszona
zawartos¢ biatek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1 (Rycina 8) $wiadczy o zmianach
wlasciwych  dla  odpowiedzi  prozapalnej  charakterystycznej  dla  komorek
srodbtonka [136,140,229].

Stezenie vVWF w 0soczu jest wypadkowa proceséw bioracych udzial w jego wytwarzaniu,

dojrzewaniu, wydzielaniu i degradacji. Wydzielanie vWF byto badane w roznych modelach
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doswiadczalnych in vitro i in vivo. W badaniach z wykorzystaniem myszy wykazano,
ze otylo§¢ spowodowana dieta wysokottuszczowa powoduje podwyzszenie stezenia VWF
W 0soczu oraz zwigkszone powstawanie zakrzepdéw [37]. W warunkach hiperglikemii
w modelu cukrzycy typu 2 in vitro wykazano zwigzane z obnizeniem ilosci miR-24
zwigkszenie ekspresji genu i wydzielania VWF [230]. W innym doswiadczeniu
z wykorzystaniem modelu hiperglikemii obserwowano zwigkszong ekspresj¢ genu VWF
w wyniku spowodowanego stresem oksydacyjnym zwigkszenia ekspresji czynnika
transkrypcyjnego GATALl [231]. A zatem fakt, ze zaburzenia gospodarki lipidowej
oraz zaburzenia metabolicznie sprzyjaja wzrostowi stezenia VWF w osoczu wydaje si¢
potwierdzony. Natomiast wskazanie, co jest bezposrednig przyczyng tego stanu w otytosci nie
jest oczywiste, zwlaszcza uwzgledniajac fakt, ze jest to ztozona choroba, w ktorej wiele
parametréw krwi ulega zmianie. Wydawalo si¢ jednak prawdopodobne, ze jednym
Z czynnikéw istotnym w tym kontekScie moga by¢é FFA, a zwlaszcza PA,
majacy udokumentowany wptyw na $rdédbtonek.

W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano, ze PA zwigksza transkrypcje genu
kodujacego vWF (Rycina 10) i przyspiesza dojrzewanie tego biatka (Rycina 11). Dojrzewanie
biatka vVWF oceniono na podstawie obnizonego poziomu prekursorowego pro-vWF, ktore jest
pierwotnym produktem translacji, oraz zwigkszonego poziomu dojrzatego VWF i VWFpp,
powstajacych w procesie dojrzewania w wyniku proteolizy katalizowanej przez furyne.
Badanie stosunku formy pro-vWF do dojrzatego vWF pozwala na szczegétowa ocene
wplywu PA na proces dojrzewania vWF. Stosujgc takie podejscie doswiadczalne
Torisu i wsp. wykazali, ze dojrzewanie vVWF bylo zahamowane w komorkach pozbawionych
biatka ATG7 [182].

W tych samych warunkach doswiadczalnych, w ktorych wykazano pod wptywem PA
zwigkszone dojrzewanie VWF, zwickszone jest takze wydzielanie vWF do pozywki
(Rycina 12), co jest nowym ustaleniem. Nie bylo jednak oczywiste, czy stymulacja
wydzielania biatka vWF jest wynikiem aktywacji wydzielania WPBSs, czy tez odzwierciedla
jedynie zwigkszone dojrzewanie VWF. W celu wyjasnienia tej niejasnosci zastosowano kilka
podejs¢ doswiadczalnych. Jednym z nich bylo ustalenie, czy PA wplywa na wydzielanie vVWF
stymulowane agonistami: histaming i forskolina, powodujacymi odpowiednio zwigkszenie
stgzenie jonow wapnia oraz CAMP w komorkach [94]. Wplyw histaminy i forskoliny
sg addytywne z efektami PA, co sugeruje, ze mechanizmy dzialania kazdego z nich oraz PA
na wydzielanie VWF moga by¢ rozne. Wydaje sig, ze stymulujacy efekt PA na wydzielanie

VvWF nie jest bezposrednio zwigzany z aktywowanym agonistami wydzielaniem WPBs.
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Wystepuje on rowniez w przypadku podstawowego wydzielania obserwowanego
bez dodatkowej stymulacji. Sugeruje to, ze PA zwigksza ilos¢ VWF na wczesniejszym
niz wydzielanie etapie. Prawdopodobnie wynika to ze zwigkszania ilosci dojrzatego vWF
zgromadzonego w WPBs.

Zaskakujagca wydaje si¢ obserwacja uzyskana przy pomocy techniki Western blot
wskazujaca nato, ze zarowno po traktowaniu PA, jak i dodatkowej stymulacji histamina,
W pozywce zwiekszona jest ilos¢ VWFpp, czego nie potwierdzono dla dojrzatego vWF
(Rycina 13). Obie formy tego biatka sg gromadzone w WPBs i wydzielane w tym samym
stopniu, a wiec wydawato sie, ze efekt stymulacji komorek powinien by¢ podobny [232].
Obserwowana roznica moze wynika¢ z funkcji VWF, jaka jest przylaczanie si¢ do kolagenu
eksponowanego w wyniku uszkodzenia $rodbtonka. Komorki hodowano w szalkach
pokrytych kolagenem typu I ze skory cielgcej. Wydaje si¢ wigc prawdopodobne,
ze wydzielony do pozywki VWF moze przynajmniej czgsciowo wigzaé si¢ z kolagenem
pokrywajacym naczynia hodowlane, zanizajac jego ilo§¢ oznaczang w zbieranej pozywce.
Kolagen pochodzenia cielecego lub bydlecego byt w przesztosci uzywany do badania
wigzania VWF do kolagenu [233].

Ponadto przedstawiane wyniki uzyskano z wykorzystaniem réznych metod. Metoda
ELISA, ktora wykazuje wysoka czulo$¢ i pozwala na oznaczenia ilo§ciowe, wykazano
zwigkszone wydzielanie VWF do pozywki po inkubacji z PA oraz dodatkowej stymulacji
wydzielania (Rycina 12). Natomiast metoda Western blot, ktora jest potilosciowa,
obserwowano réznice dotyczag jedynie vWFpp, a nie dojrzatego vWF (Rycina 13). Zatem
poréwnywanie wynikow uzyskanych roznymi metodami jest obarczone niepewnoscia.

Dodatkowo wykazano, ze po stymulacji histaming komorek wczesniej inkubowanych
W obecnosci PA, w lizatach komorkowych nadal jest wiecej VWFpp (Rycina 14). W sytuacji,
gdyby PA stymulowal wydzielanie WPBs ilos¢ vWFpp pozostajacego w komorkach bytaby
mniejsza. Wowczas juz po inkubacji tylko w obecnosci PA ilos¢ zarowno dojrzatego vWF,
jak i vWFpp w lizatach komérkowych bytaby obnizona. Z kolei, gdyby PA zwigkszat
wrazliwos¢ komorek na bodzce stymulujace wydzielanie, to ilo$¢ biatka pozostajacego
po traktowaniu histaming bytaby obnizona, zwlaszcza biorac pod uwage fakt, ze obserwuje
si¢ W tym uktadzie zwickszenie stezenia VWF w pozywce. Przedstawione wyniki sugeruja,
ze PA nie wptywa na mechanizm wydzielania WPBs, a zwigkszone wydzielanie vVWF wynika
raczej ze zwigkszonej zawartosci dojrzatego biatka zmagazynowanego w tych organellach.

Transkrypcja genu VWF jest regulowana przez wiele czynnikow transkrypcyjnych,

ktore mogg powodowaé zarowno indukcje jak 1 represj¢ ekspresji genu [163,234].
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Zbadano wptyw PA na wybrane biatka, ktére moga by¢ zwigzane z wigksza ekspresja genu
VWEF. Nie wykazano zadnego wptywu PA na poziom ekspresji genu ERG, a nawet ilos¢
transkryptu GATA3 jest obnizona w komorkach traktowanych PA (Rycina 15). Obnizenie
ekspresji GATA3 obserwowano wcze$niej w komoérkach traktowanych TNF-a [235,236],
a sam TNF-a zmniejsza ekspresje genu VWF [237]. W niniejszej pracy wykazano obnizenie
ekspresje genu GATA3 po 6 h inkubacji komorek z 200 uM PA, co odpowiada warunkom
doswiadczalnym, w ktorych ekspresja genu TNF jest zwigkszona (Rycina 27). Przejsciowe
zmniejszenie ekspresji genu kodujacego GATA3 wydaje si¢ nie mie¢ znaczenia w regulacji
ekspresji genu VWF. Niewykluczone, ze obnizona ekspresja genu GATA3 jest skutkiem
zwigkszonego wytwarzania TNF-a. Wydaje si¢ zatem, ze w przypadku inkubacji komorek
W obecnosci PA ekspresja genu VWF podlega innym mechanizmom regulacyjnym,
ktore nie sa zwigzane z ERG i GATAS3.

Dojrzata forma vWF i vWFpp powstaja w wyniku specyficznej proteolizy prekursora
pro-vWF katalizowane] przez konwertaze zwang furyna. Istnieja dane wskazujace
na pozytywng zalezno$¢ miedzy otyloscia, zwickszong ilo$cig furyny i pojawieniem
si¢ zaburzen metabolicznych [238,239]. W przeciwienstwie do oczekiwan wynikajacych
z danych pi$miennictwa inkubacja komorek z PA powoduje zmniejszenie ilosci transkryptu
genu kodujacego furyne (Rycina 16). Nie wykazano wptywu PA na ilo$¢ dojrzatej formy
tego biatka, a jedynie przejsciowy wzrost iloSci prekursora pro-furyny (Rycina 17).
Wydaje si¢ zatem, ze nasilone dojrzewanie VWF pod wptywem PA nie jest bezposrednio
regulowane przez zwickszenie iloéci furyny. Wskazuje to na inny mechanizm regulacyjny niz
wczesniej opisany, w ktorym kluczowa role odgrywa miR-24 [230]. U pacjentow z cukrzyca
oraz w modelach hiperglikemii wyzszemu stezeniu vVWF w osoczu oraz zwigkszonej ekspres;ji
genu i biatka VWF towarzyszyl obnizony poziom miR-24. Xiang i wsp. [230] wykazali,
ze MiR-24 reguluje nie tylko ekspresje genu kodujacego VWF, ale takze genu furyny
i receptora histaminy, a wiec nie tylko wytwarzanie VWF, ale tez procesy
jego dojrzewania i wydzielania.

Furyna nalezy do rodziny konwertaz probiatkowych, z ktérych czgs¢, w tym furyna
oraz PC1/3, PC2, PC4, PACE4, PC5/6 i PC7 wykazuja specyficzno$¢ substratowa wobec
podobnych motywéw aminokwasowych. W pewnych warunkach aktywno$¢ wobec danego
substratu  moga wykazywaé r6zne konwertazy, a dokladne rdéznice pozwalajace
na rozroznienie specyficznosci substratowej nie sg znane. Kluczowa jest lokalizacja danego
enzymu i substratu w komorce. TGN, w ktorym dochodzi do proteolizy pro-vWF jest

miejscem wystepowania furyny, ale takze innych enzymoéw o podobnym dziataniu [240,241].
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Wydaje si¢ zatem, ze w dojrzewaniu VWF moga uczestniczy¢ rowniez inne konwertazy,
chociaz potwierdzenie tego wymagatoby dalszych badan.

Nieoczywisty efekt PA na furyne sklonit do wykonania dodatkowych do$wiadczen,
ktore moglyby go potwierdzi¢. Furyna w komorce jest zlokalizowana w sieci TGN
I endosomach oraz na btonie komoérkowej [242]. Biorac pod uwagg, ze vWF ulega proteolizie
przez furyng w TGN, aktywnos$¢ konwertazy w tym przedziale komoérkowym wydaje si¢
szczegolnie istotna. Innym substratem furyny jest biatko pro-ADAMI10, ktore rowniez jest
przetwarzane w TGN do dojrzatego ADAMI10. Dlatego zbadano wptyw PA na dojrzewanie
ADAMI10. Zwickszone dojrzewanie ADAMI10 pod wplywem PA wskazywaloby,
ze aktywno$¢ furyny wobec substratow jest niezalezna od ilosci biatka obserwowanej
w lizatach komorkowych.

JednakZze w niniejszej pracy nie wykazano wplywu PA na dojrzewanie ADAMI0
(Rycinie 18). Co prawda obserwowano obnizenie poziomu biatka pro-ADAMIO0,
ale nie wykazano zmiany ilosci dojrzatego biatka ADAMI10, co mogloby $wiadczy
0 nasileniu dojrzewania. Dlatego tez nie mozna potwierdzi¢ wptywu PA na aktywno$¢ furyny
oceniang na podstawie dojrzewania ADAM10. Wyniki dotyczace dojrzewania ADAMI10
potwierdzaja wniosek, ze obserwowane W obecnosci PA przyspieszone dojrzewanie VWF

nie jest wynikiem wplywu PA na furyng.

Réwniez wyniki zymogramoéw pokazanych na Rycinie 19 nie wskazuja na zwigkszenie
aktywnosci MMP, ktorych aktywacja zachodzi z udzialem furyny bezposrednio,
albo posrednio poprzez proteolize aktywujacg inne biatka regulujagce ich aktywnos$c,
w tym MT-MMP (ang. membrane-type matrix metalloproteinase) oraz inhibitorow TIMP
[179,243,244]. Dostgpne w literaturze dane wskazuja na wptyw PA na MMP-2 oraz MMP-9
[245-249]. Wyzsza aktywno$¢ metaloproteinaz, w tym szczegélnie MMP-1, MMP-2,
MMP-9, wystepujaca u osob otylych jest obserwowana u 0so6b ze stwierdzonymi chorobami
sercowo-naczyniowych [250,251]. Jednakze w niniejszej pracy nie potwierdzono aktywacji
pod wptywem PA metaloproteinaz specyficznych wobec zelatyny, do ktorych nalezg MMP-2
oraz MMP-9, co jest wynikiem nieoczekiwanym. By¢ moze wynika to z faktu stosowania
innego typu komorek lub, co wydaje si¢ bardziej prawdopodobne, ze stosunkowo fagodnych
warunkow doswiadczalnych. Podsumowujac, nie udalo si¢ potwierdzi¢ udziatu furyny

w odpowiedzi komorek indukowanej PA.

W pismiennictwie istnieja doniesienia wskazujace na to, ze dojrzewanie i wydzielanie

vWF jest zwigzane z procesem autofagii. W przypadku zahamowania autofagii na skutek
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zastosowania inhibitoréw oraz poprzez wyciszanie gendOw kodujacych kluczowe w procesie
autofagii biatka: ATGS5 i1 ATG7, dochodzi do zahamowania procesu dojrzewania VWF,
obnizenia jego wydzielania oraz obnizenia ilosci WPBs w komorkach HUVEC [182].
Z drugiej strony zaobserwowano, ze zwigkszenie ilosci magazynowanego oraz wydzielanego
vWF towarzyszy aktywacji autofagii pod wplywem pewnych czynnikéw. Jednym z nich byto
biatko p17 wydzielane przez komorki w wyniku infekcji HIV-1. W przypadku traktowania
nim komérek HUVEC obserwowany efekt zwigkszonej ilosci WPBs byt zahamowany pod
wpltywem inhibitoréw autofagii, badz w wyniku wyciszenia ekspresji genow kodujacych
bialka zwigzane z autofagii, w tym bekling-1 [183]. Innym czynnikiem zwigkszajacym
wydzielanie vWF jest akroleina, ktorej wytwarzanie jest zwickszone w wyniku uszkodzenia
mozgu, co jest zwiazane ze zwigkszong krzepliwoscig. W tym przypadku wykazano
w komoérkach HUVEC, ze akroleina aktywuje autofagi¢, co obserwowano na podstawie
zwigkszenia ilosci biatek ATGS, ATG7, LC3-11, bekliny-1, a towarzyszyto temu zwickszenie
ilosci wydzielanego vWF. Inhibitor autofagii zapobiegal tym zmianom [184]. Co wigcej,
liczne dane pis$miennictwa wskazuja na istotny, aktywujacy wptyw PA autofagi¢ w roznych
typach komorek, rowniez w komorkach srodbtonka [133,252-258].

Dlatego zbadanie aktywacji autofagii przez PA, jako jeden z potencjalnych
mechanizméw odpowiedzialnych za zwickszone dojrzewanie vWF wydalo si¢ uzasadnione
I interesujace. Jednak whrew oczekiwaniom nie wykazano wptywu PA na ilo$¢ biatka ATG7,
a ilos¢ ATGS jest w matym stopniu obnizona (Rycina 20). Z drugiej strony obnizenie ilosci
biatka ATGS moglby sugerowa¢ hamowanie autofagii. Negatywna regulacja tego procesu pod
wptywem PA poprzez zwigckszong degradacj¢ ATGS zostala opisana przez innych
autorow [249], chociaz inne doniesienia potwierdzajg udziat ATGS w aktywowanej przez PA
autofagii [259]. By¢ moze tylko niewielkie obnizenie poziomu biatka ATGS5 w komoérkach
traktowanych PA nie ma znaczenia wobec innych czynnikow pozytywnie wptywajacych
nanasilone dojrzewanie VWF  zaobserwowane w tych samych  warunkach
doswiadczalnych (Rycina 11).

Chociaz fakt, ze nie wykazano zmian ilosci bialek ATGS5 1 ATG7 zdaje si¢ sugerowac
brak aktywacji autofagii pod wptywem PA, to zmiany zawartos$ci innych bialek zwigzanych
Z tym procesem, nie pozwalajg na wykluczenie jego aktywacji. Jednym z badanych biatek
byto LC3. Wazrost proporcji LC3-11 w stosunku do LC3-I $wiadczy o zwigkszeniu liczby
autofagosomow [260]. Wykazano przejsciowe zwigkszenie ilosci biatka LC3-11 po 6124 h
inkubacji komorek z 200 uM PA (Rycina 21). Po 48 h inkubacji zawarto$¢ biatka LC3-II

powraca do obserwowanej w kontroli BSA, co moze sugerowa¢ degradacje zwigkszonej
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wczesniej liczby autolizosomow [261]. Natomiast zwigkszenie ilosci LC3-II moze by¢
réwniez interpretowane jako zahamowanie degradacji powstatych autolizosomow [262].

Innym bialkiem uzywanym uzupetniajgco w celu oceny autofagii metoda Western blot
jest p62 [260,261]. p62 poprzez wigzanie ubikwitylowanych biatek, a nastepnie
oddziatywanie z LC3 w tworzacym si¢ autofagosomie, kieruje biatka do degradacji na drodze
autofagii i jednocze$nie samo takze ulega degradacji w autolizosomie. Zwickszenie ilosci
biatka p62 moze $wiadczy¢ o jego zmagazynowaniu na skutek zahamowania nat¢zenia
autofagii. Aktywacja autofagii jest zwigzana ze zmniejszeniem ilosci p62, wynikajgcym
z jego degradacji w autolizosomie [185]. Tlo$¢ biatka p62 moze zaleze¢ rowniez od regulacji
transkrypcji lub translacji [263]. Dodatkowo oprocz degradacji w autolizosomie, biatko p62
moze ulega¢ degradacji proteasomalnej [185,260]. W niniejszej pracy zaobserwowano,
ze ilo$¢ biatka p62 jest zwigkszona pod wptywem PA, co sugeruje zahamowanie autofagii
(Rycina 22). Podobny efekt PA w potaczeniu ze zwigkszonym poziomem LC3-1I
zostal wczesdniej opisany i zinterpretowany, jako zahamowanie procesu autofagii [264,265].
Efekt zwigkszonej ilosci biatka p62 po 24 h inkubacji w obecnosci 200 uM PA obserwowano
rowniez po 48 h, podczas gdy w tych warunkach doswiadczalnych ilos¢ LC3-I1 jest taka jak
w kontroli BSA. Na podstawie przejsciowo zwiekszonej ilosci biatka LC3-II mozna
przypuszczaé, ze PA powoduje przejsciowe zwigkszenie liczby autofagosomow. Natomiast
uwzgledniajac zmiany ilosci obu biatek LC3 i p62 nie mozna jednoznacznie potwierdzi¢
stymulujacego wptywu PA na proces autofagii.

Ekspresja genu kodujacego p62 jest regulowana przez NF-kB [266], a co wigcej,
pod wptywem stresu oksydacyjnego, jest zalezna od fosforylacji Ser536 NF-kB p65 [267].
Z kolei biatko p62 reguluje aktywnos¢ NF-kB [268,269]. Jednym z kluczowych elementéw
regulacji szlaku NF-xB jest degradacja ubikwitylowanych bialek, w tym IkB [267].
Warto zauwazy¢, ze w niniejszej rozprawie obserwowano stabilny wzrost proporcji NF-xB
p65, ulegajacego fosforylacji w pozycji Ser536 i obnizonego poziomu IkBa (Rycina 26),
co mogloby potwierdza¢ zwigzek miedzy p62 1 NF-kB. Jednakze wptyw PA na ekspresje
genu kodujacego biatko p62 nie byl przedmiotem prowadzonych w trakcie realizacji
niniejszej rozprawy badan, dlatego przedstawione przypuszczenie sformutowano jedynie na
podstawie danych pismiennictwa [266-269], a obserwacje opisane w tej pracy wymagatyby
potwierdzenia.

Obserwowany wplyw PA na zawarto$¢ innych biatek zwigzanych z autofagia,
w tym ATG3, kompleksu ATG12-ATG5, ATG16L1 i bekliny-1, sugeruje przejsciowa

aktywacje procesow autofagii i mitofagii. ATG3 jest zwigzane z autofagig poprzez udziat
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w tworzeniu autofagosomu w procesie lipidacji LC3 [270], a takze uczestniczy w regulacji
mitofagii [271,272]. W powstawaniu autofagosoméw, oprécz ATG3 biorg udziat zaréwno
kompleks ATG12-ATG5, jaki ATG16L1 [273], podczas gdy Beklina-1 odgrywa role
w autofagii poprzez inicjacj¢ tworzenia fagoforu, ale takze jest zwigzana z mitofagig [274]
oraz negatywnie reguluje apoptozg [275].

Co zaskakujagce, w przypadku wigkszosci badanych biatek efekt obserwowano
w obecnosci 100 uM stezenia PA (Rycina 23), a nie 200 uM, tak jak to ma miejsce
w przypadku LC3-II oraz biatka p62. Obserwowana po 6 h inkubacji zwiekszona ilos¢ ATG3,
ATG16L1 oraz kompleksu ATG12-ATGS5 moze sugerowaé przyspieszenie procesu
powstawania autofagosoméw. Jedynie w przypadku kompleksu ATG12-ATG5 obserwowano
wzrost ilosci w 200 uM stezeniu po 6 h inkubacji. Natomiast po 48 h inkubacji zwigkszona
zawartos¢ ATG3 i bekliny-1 moze sugerowaé aktywacje mitofagii. Aktywacja mitofagii
przez PA byla rdwniez zaobserwowana wczesniej [276].

Takze powstawanie WPBs wydaje si¢ by¢ w istotny sposob zwigzane z procesem
autofagii. Badania Torisu i wsp. [182] sugeruja, ze WPBs moga bezposrednio oddziatywac
z autofagosomami, co zostalo stwierdzone na podstawie bliskiej lokalizacji WPBs
I LC3 [182]. Niedawne badania wskazuja, ze LC3 moze mie¢ tez znaczenie inne niz zwigzane
z klasyczng autofagia. Wykazano, ze LC3 uczestniczy w powstawaniu i wydzielaniu
pecherzykow zewnatrzkomorkowych [277,278]. Cho¢ do tej pory nie udowodniono
lokalizacji LC3 w WPBs [279], wydaje si¢ ze weryfikacja udzialu LC3 w powstawaniu
WPBs, niezaleznie od klasycznej autofagii, moze by¢ interesujacym kierunkiem
dalszych badan.

Przedstawione tutaj wyniki doswiadczen nie pozwalaja na jednoznaczne wykazanie
zwigzku miedzy aktywacja autofagii, a zwickszonym pod wptywem PA wytwarzaniem
i w efekcie wydzielaniem VWF. Chociaz nie przecza temu, ze PA powoduje pewne zmiany
zawartoSci niektorych biatek zwigzanych z autofagiag. By¢ moze przyczyna rozbieznosci
miedzy wynikami przedstawianymi przez innych autorOw oraz pokazanymi w niniejszej
pracy jest to, ze PA zazwyczaj byl stosowany W wyzszym stezeniu, przy ktorym dochodzito
do innych zmian w komorkach, w tym apoptozy, W niniejszej pracy dazono do uniknigcia
takiej sytuacji.

Indukcja ekspresji genu VWF przyczynia si¢ do stymulacji powstawania WPBs, rowniez
w przypadku niektorych typow komoérek innych niz srodblonek [49]. Sugeruje to, ze efekt
PA, poprzez zwigkszenie ekspresji genu VWF, moze dotyczy¢ takze w szerszym ujgciu

WPBs, w ktorych vWF ulegt nagromadzeniu. Nie wykazano jednak wyraznych zmian
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rozmieszczenia WPBs (Rycina 24) w komorkach traktowanych PA. Wydzielanie WPBs
wymaga prawidlowego oddziatywania z filamentami F-aktyny, a zatem moze by¢ wrazliwe
na zmiany organizacji cytoszkieletu [96], a istniejagce dane wskazujg na to, ze PA moze
powodowa¢ zaburzenia tej struktury. Jednakze podobnie jak w przypadku autofagii zmiany
te obserwowano przy wyzszym stezeniu PA [186,187]. W warunkach niskiego st¢zenia PA
stosowanych w niniejszej pracy nie zauwazono zadnych zmian w organizacji szkieletu
aktynowego, co jest zreszta zgodne z wynikami Choroszy i wsp. [280].

Zbadano réwniez wpltyw PA na poziom ekspresji genow kodujacych wybrane biatka
wchodzace w sktad WPBs oraz uczestniczace w procesach ich dojrzewania i wydzielania
z komorki, a takze biorace udziat w regulacji wydzielonych multimetréow vWF poza komorka.
Wsrod nich, P-selektyna i CD63 sg sktadnikami WPBs [90]. AnxA8 poprzez dostarczanie
CD63 do WPBs bierze udziat w ich dojrzewaniu. AnxA2 bierze udziat w poéznych etapach
wydzielania WPBs [98,99]. Wykazano wptyw PA jedynie na ekspresje genow CDG63
I ANXA2, ktore koduja biatka zwigzane nie tylko z WPBs, ale tez z innymi procesami
biologicznymi. CD63 nalezy do biatek tetraspanin, wystgpuje rowniez m.in. w blonie
komorkowej, poznych endosomach oraz lizosomach, a takze moze by¢ zwigzane
z autofagig [281,282]. Wsrod wielu funkcji AnxA2 [283-285] w kontekscie tej pracy
szczegoblnie istotna Wydaje si¢ udziat w regulacji aktywnosci NF-xB [286,287].

Wydaje si¢ zatem, ze wptyw PA dotyczy selektywnie ekspresji genu VWF.
Podobnie wybidrczy efekt wykazano w doswiadczeniu z wykorzystaniem myszy otytych na
skutek diety wysokottuszczowej, u ktorych obserwowano wyzsze stezenie vVWF w 0soczu,
natomiast nie obserwowano zwigkszenia stezenia angiopoetyny 2, rowniez magazynowanej
w WPBs [37].

W kontekscie komplikacji zakrzepowych zwigzanych ze zwigkszonym poziomem
wydzielonego VWF istotne znaczenie przypisuje si¢ biatku ADAMTS13, ktore poprzez
proteolityczne przecinanie multimerow vWF krazacych we krwi po wydzieleniu WPBs
reguluje krzepniecie krwi [65]. Jego nizsza aktywno$¢ wobec VWF wigze si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem chorob sercowo-naczyniowych [288]. W przypadku pacjentow z zylng choroba
zakrzepowo-zatorowa zaobserwowano, ze zwigkszone stezenie ADAMTS13 towarzyszace
wyzszemu stezeniu VWF wydaje si¢ by¢ mechanizmem obronnym, regulujagcym proces
krzepnigcia [289]. W niniejszej pracy nie wykazano wplywu PA na ekspresje genu
kodujacego ADAMTSI13 (Rycina 25). Chociaz, tak jak to opisano w innych pracach,
takze tutaj wykryto obecno$¢ w komodrkach $rodbtonka transkryptu genu ADAMTS13,
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to nie s one zrodtem ADAMTSI13 w uktadzie krazenia, gdyz bialko to jest wytwarzane
gtownie przez komorki gwiazdziste watroby [290].

Podsumowujgc nie obserwowano wplywu PA na lokalizacje WPBs w komorkach,
awplyw na ekspresje gendéw kodujacych biatka zwigzane z WPBs jest ograniczony.
Dlatego nie mozna potwierdzi¢ wptywu PA na regulacje powstawania i wydzielania WPBs.
Wzmacnia to wczesniejszg hipotezg, ze obserwowane pod wptywem PA zmiany
sg ograniczone do zwiekszenia ckspresji genu VWF oraz dojrzewania tego bialka,
a w konsekwencji jego wydzielania.

Warto zwroci¢ uwagg, ze znaczna cz¢$¢ danych piSmiennictwa dotyczacych wptywu PA
na komorki in vitro pochodzi z doswiadczen, w ktorych stres wywotany PA powoduje
obnizenie przezywalno$ci komorek. Przy takim podej$ciu obserwowane zmiany sg bardziej
uwidocznione, natomiast pokazujg inng, zazwyczaj bardziej ztozona, odpowiedz komorek niz
obserwowana w nizszym zakresie st¢zen, kiedy to dochodzi do odpowiedzi adaptacyjnej
nastres, co moze odzwierciedla¢ zmiany mieszczace si¢ W warunkach fizjologicznych.
Podobne podejscie stosowane byto wczesniej w doswiadczeniach w Pracowni Metabolizmu
Komoérki dotyczacych wptywu zaréwno PA, ale tez glukozy, TNF-a oraz LPS na komorki
srodbtonka [136,291-293].

5.2. Aktywacja S$ciezki sygnalowej NF-kB w obecnosci kwasu

palmitynowego za posrednictwem TLR4

OdpowiedZz na pytanie, jaki mechanizm jest odpowiedzialny za rozwoj dysfunkcji
srodbtonka pod wptywem PA, nie jest jednoznaczna. W Kkonteks$cie rozwoju reakcji
prozapalnej szczegdlnie wazny wydaje si¢ udziat czynnika transkrypcyjnego NF-xB. Dane
pi$miennictwa wskazuja tez na mozliwy udzial receptorow TLR2 i TLR4. Nie mozna
wykluczy¢ takze innych mechanizméw w aktywacji odpowiedzi komorek srodbtonka na PA.

W niniejszej pracy potwierdzono wczesniej juz opisywany wptyw PA na aktywacje
$ciezki sygnatowej NF-kB [135,140,191,294], co wykazano na podstawie obnizonej ilosci
biatka IxkBo oraz zwigkszonego udziatlu ufosforylowanego NF-xB p65 (Rycina 26).
Zmiany zaobserwowane pod wplywem 200 uM PA poglebiajg si¢ w czasie doswiadczenia
od 6 do 48 h, natomiast nie stwierdzono wptywu 100 uM PA na aktywacje NF-«B.

Aktywacja $ciezki sygnatowej NF-kB prowadzi do regulacji ekspresji wielu genow,
w tym kodujacego zwigzany z odpowiedzia zapalng TNF-o. Wykazany w niniejszej pracy
zwigkszony przez PA poziom ekspresji genu TNF potwierdza aktywacj¢ tej Sciezki

(Rycina 27) i jest to zgodne z danymi pi$miennictwa [115,191]. Ze wzgledu na to, Ze efekt ten
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jest bardzo silny i tatwiejszy do uwidocznienia niz odpowiedz obserwowana na podstawie
ekspresji genu VWF, zostal uznany w niniejszej pracy jako uzyteczny marker odpowiedzi
komorek na stymulacje przez PA. Najwigkszy i1 stopniowo zanikajacy w czasie inkubacji
efekt obserwowano po 6 h obecnosci 200 uM PA.

Wptyw PA w stezeniu 200 uM na aktywacj¢ $ciezki sygnatowej NF-xB potwierdzono
takze na podstawie zwigkszenia zawartosci bialek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1
oraz aktywacji ekspresji genu kodujacego TNF-0, co w efekcie potwierdza indukcj¢ zmian
prozapalnych. Natomiast wptyw PA na ekspresje genu VWF obserwowano rowniez
W obecnosci 100 uM PA.

Wedtug danych literaturowych NF-«kB moze regulowa¢ ekspresj¢ genu VWF zaréwno
pozytywnie jak i negatywnie [192,193]. Natomiast wykazano, ze zwigkszona w obecnosci
100 uM PA ekspresja genu VWF jest zwigzana z aktywacjg $ciezki sygnatowej NF-«B.
Zastosowany inhibitor kardamonina catkowicie hamuje wptyw PA na zwickszong ekspresj¢
genu VWF (Rycina 32). Kardamonina jest chalkonem wystepujacym naturalnie w roslinach
nalezacych do rodziny imbirowatych (Alpinia) o wlasciwosciach przeciwzapalnych, dziata
poprzez zahamowanie aktywnosci NF-kB [295,296]. W tym doswiadczeniu zastosowano
warunki, w ktorych zaobserwowano w obecnosci PA zwigkszony poziom ekspresji genu VWF
(Rycina 10), ajednoczesnie nie wykazano aktywacji NF-xB, czyli 48 h inkubacji
z 100 uM PA. Obserwacja ta sugeruje regulacje ekspresji genu VWF przez inny mechanizm
niz aktywacja NF-«kB. Jednakze wykazany wptyw inhibitora NF-«B wskazuje zdecydowanie
na udziat tej $ciezki sygnatowej w stymulacji ekspresji genu VWF przez PA. Powstaje zatem
pytanie jak interpretowac te z pozoru rozbiezne obserwacje.

NF-xB p65 oraz IxBa sg zwigzane z kanonicza $ciezka sygnalowa NF-kB. Natomiast
dane piSmiennictwa wskazuja, ze regulacja ekspresji genu VWF jest zwigzana z alternatywna
sciezka NF-xB, a szczegdlnie ekspresja genu NF-xB2 kodujacego biatko pl00,
bedace prekursorem p52, oraz genu RELB [193]. Nickanoniczna $ciezka NF-kB wedlug
dostepnych danych jest aktywowana specyficznie przez receptory nalezgce do rodziny
TNFRSF [297], chociaz jej aktywacja zostata zasugerowana rowniez po stymulacji receptora
TLR4 przez LPS [298,299]. Kanoniczna $ciezka zwigzana z dimerem NF-kB p50/p65 moze
regulowa¢ nickanoniczng $ciezke p52/RelB posrednio poprzez wplyw na ekspresje
genu RELB [300]. Ponadto dane literaturowe wskazujg na zwigkszong przez PA ekspresje
genu RELB w makrofagach [301].

Na podstawie uzyskanych wynikow oraz piSmiennictwa mozna wnioskowa¢, ze PA

aktywuje Sciezke sygnatowag NF-«kB, ale to, ktora ze Sciezek, kanoniczna, czy alternatywna
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jest zwigzana ze zwigkszong przez PA ekspresja genu VWF wymaga dalszych badan.
Ocena aktywacji NF-kB metodga Western blot na podstawie ilosci fosforylowanego
NF-kB p65 (Ser536) oraz IkBa przedstawiona w niniejszej pracy wskazuje na aktywacje
Sciezki kanonicznej w warunkach inkubacji komorek z 200 uM PA. Przy 100 uM st¢zeniu PA
aktywacja NF-kB oceniana na podstawie powyzszych markerow nie byta potwierdzona.
Nie mozna jednak wykluczy¢ niedostatecznej czulosci metody Western blot. Odpowiedz
na kardamoning, chociaz wskazuje na udzial NF-xB, to nie daje precyzyjnej odpowiedzi,
co do tego, czy aktywowana jest kanoniczna, czy alternatywna $ciezka, ze wzgledu na matg
specyficznos¢ tego inhibitora.

Dodatkowa trudno$¢ interpretacyjna wynika z faktu, ze jednym z mechanizméw
negatywnej regulacji $ciezki sygnalowej NF-kB jest aktywacja ekspresji genu kodujacego
IkBa i zwickszenie ilosci IkBo, co moze wplywaé na obserwowang zawartos¢ biatka
I maskowaé jego degradacj¢ [157]. Ponadto, mimo ze fosforylacja Ser536 NF-xB p65
jestjedng znajczesciej badanych modyfikacji zwigzanych 2z aktywacja NF-«xB,
to nie jest absolutnie konieczna dla jego aktywacji, a nawet wykazano, ze moze je regulowaé
negatywnie zapobiegajac rozwojowi nadmiernej odpowiedzi [302]. A zatem fakt,
ze nie wykazano aktywacji NF-kB na podstawie zawarto$ci oraz fosforylacji badanych biatek
nie wyklucza, ze moze do niej dochodzi¢.

W celu szczegblowego wyjasnienia obserwowanej pod wptywem PA zwiekszonej
ekspresji genu VWF nalezatoby zbada¢ rowniez aktywacje alternatywnej $ciezki NF-kB,
np. na podstawie zawartosci biatka p100, petlnigcego funkcje jej inhibitora. Inng metoda,
bardziej bezposrednig, mogltoby byt potwierdzenie przemieszczenia do jadra aktywujacych
ekspresj¢ genow bialek NF-kB zwigzanych z aktywacja Sciezki kanonicznej (p50/p65)
oraz alternatywnej (p52/RelB) [303].

Kardamonina istotnie obnizata stymulujace dziatanie PA na ekspresj¢ genu TNF,
tak jak na ekspresje genu VWF (Rycina 33), co jest potwierdzeniem aktywacji sciezki NF-xkB
w aktywacji obu tych genow. Natomiast nie jest jasne ktory z mozliwych receptorow
uczestniczy w tej odpowiedzi [138]. Informacje pochodzace z pismiennictwa wskazujg udziat
zarowno TLR2, jak i TLR4 [140,195-207], ale dane te nie sa do konca rozstrzygajace .

W niniejszej pracy wykazano wptyw PA na ilo§¢ biatka receptorow TLR2, TLR4,
a takze receptora TLR6, ktory tworzy dimery z TLR2 (Rycina 30). Zawarto$¢ biatka TLR2
jest znacznie podniesiona pod wptywem PA stosowanego w stgzeniu 200 uM, CO moze
wynika¢ z wptywu PA na poziomu transkryptu TLR2 [140]. Prawdopodobnie wynika
to z regulacji ekspresji genu TLR2 przez NF-«xB [304]. W przypadku TLR4 wykazano,
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ze po zwigzaniu liganda dochodzi do internalizacji receptora, a nastgpnie degradacji
lizosomalnej [305]. Mechanizm ten moze by¢ zwigzany z regulacja sygnatu i ostatecznie
odpowiedzi zapalnej. Takze w przypadku heterodimeru TLR2/TLR6 aktywacja sygnatu
réwniez moze by¢ zwigzana z jego internalizacjg, a proces ten jest zalezny od koreceptora
CD36 [306]. Obserwowane pod wplywem PA obnizenie ilosci TLR4 i TLR6 mogtoby
swiadczy¢ o ich degradacji, potencjalnie na skutek aktywacji i internalizacji, a to mogtoby
sugerowaé, ze PA aktywuje receptor TLR4 oraz TLR6. Dane literaturowe potwierdzaja
dimeryzacje w odpowiedzi na PA zarowno TLR2/TLRI, jak i TLR2/TLR6, atakze TLR4
[307]. Coprawda autorzy cytowanej pracy stosowali komorki z nadekspresjg tych
receptoréw, a Zatem nie mozna wykluczy¢, ze ze wzgledu na wysoka zawartos¢ tych biatek
w komorkach dochodzi do ,,wymuszonej” dimeryzacji receptorow niezaleznie 0d zwigzania
liganda. Dodatkowo jak wskazuja dane pismiennictwa mozliwe jest takze tworzenie
heterodimeru TLR4/TLR6, co wymaga udziatu CD36 jako koreceptora. Do tej pory zjawisko
takie obserwowano jedynie w odpowiedzi na f-amyloid i ox-LDL [213,214]. W niniejszej
pracy nie badano tworzenia heterodimeréw TLR4/TLR6 w odpowiedzi na PA, ale zapewne
bytoby to intersujace w kontek$cie mechanizmu molekularnego odpowiedzi komorek na PA.
Znacznie zwigkszona zawartos¢ TLR2 w komorkach traktowanych PA sugeruje,
ze W obecnosci liganda specyficznie aktywujacego ten receptor moze dochodzi¢ do silniejszej
odpowiedzi w skali komorki. W doswiadczeniach prezentowanych w niniejszej pracy
komorki inkubowano w obecnosci PA w warunkach, w ktorych obserwowano zwigkszony
poziom biatka TLR2, czyli po 48 h inkubacji z PA w stezeniu 200 uM (Rycina 30),
a nastgpnie  Stymulowano peptydoglikanem, ktory jest specyficznym ligandem tego
receptora [308]. Skutek takiego traktowania oceniano na podstawie wzrostu poziomu
ekspresji genu TNF. We wczesniejszych doswiadczeniach nie wykazano istotnego
statystycznie wptywu PA na transkrypt genu TNF w stosowanych tu warunkach (Rycina 27).
Zgodnie z oczekiwaniami peptydoglikan powoduje znaczne zwigkszenie ekspresji genu TNF
(Rycina 31). Natomiast w komorkach traktowanych PA efekt peptydoglikanu
jest zdecydowanie mniejszy niz w komorkach kontrolnych z BSA. A zatem pod wptywem PA
pomimo zwigkszania ilosci TLR2 komorki wykazuja mniejszag wrazliwos¢ na peptoglikan.
Mimo, ze obserwacja ta jest nieoczekiwana i trudna do interpretacji, to podobny fenomen
zostal opisany dla roéznych typow komorek: mikrogleju myszy, neuroblastoma
oraz makrofagéw inkubowanych z PA, a nastgpnie traktowanych kwasem lipotejchojowym

(LTA, ang. lipoteichoic acid), rowniez bedacym ligandem TLR2 [309]. Wydaje si¢ zatem,
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ze W obecnosci PA, pomimo zwickszonej ilosci biatka TLR2, jego aktywacja obserwowana
na podstawie transkrypcji TNF jest obnizona (Rycina 31).

Receptory TLR2 i TLR4 aktywuja ta samg S$ciezke sygnalowa, ktora moze
by¢ negatywnie regulowana na skutek aktywacji jednego z nich, co jest znanym
zjawiskiem [310]. Mechanizm ujemnego sprzgzenia zwrotnego moze zapobiegac ostatecznie
rozwojowi nadmiernej odpowiedzi zapalnej. Dodatkowo PA powoduje obnizenie zawarto$¢
biatka TLR6 (Rycina 30), co moze mie¢ ograniczajagcy wplyw na powstawanie dimerow
TLR2/TLR6 idalsze przekazywanie sygnalu, a wiec by¢ jednym 2z mechanizméw
regulujacych odpowiedz.

W celu ustalenia, ktéry receptor z rodziny TLR jest aktywowany przez PA zastosowano
inhibitory C29 i TAK-242 hamujace aktywnos$¢ odpowiednio TLR2 i TLR4.
Niestety nie udato si¢ wykaza¢ hamujacego efektu tych inhibitorow na zwigkszong
w obecno$ci PA ekspresje genu VWF. Zwigkszenie ekspresji genu VWF obserwowane
W obecnosci PA, chociaz istotne statystycznie jest stosunkowo mate. Dodatkowo przedtuzona
inkubacja z tymi inhibitorami, a zwtaszcza zwigkszanie ich st¢zenia dla uzyskania efektu
W obecnosci PA prowadzito do obnizenia przezywalno$ci komorek.

Natomiast receptor specyficznie aktywowany przez PA wskazano na podstawie zmiany
ekspresji genu TNF, co ze wzglgdu na znacznie silniejsza odpowiedz jest ltatwiejsze
do §ledzenia. Wykazano, ze inhibitor TLR4 istotnie hamuje efekt PA na zwigkszong ilos¢
transkryptu TNF (Rycina 33). Wynik ten wskazuje, ze w komoérkach HUVEC PA jest
ligandem TLRA4.

5.3. Kompensacyjny efekt pomiedzy TLR2 i TLR4

Nieoczekiwanie, doswiadczenia wykonane z inhibitorami receptorow TLR dostarczyty
Kilku zaskakujacych obserwacji, niezwigzanych wprost z wptywem PA. Wykazano,
ze inhibitor TLR2 (C29) istotnie zwigksza ekspresj¢ genu TNF niezaleznie od obecnosci PA
aktywujacego receptor TLR4 (Rycina 33). Co wiecej, efekt ten jest catkowicie hamowany
przez inhibitor TLR4. C29 jest specyficznym inhibitorem TLR2, wigzacym si¢ z jego domeng
TIR. Dotychczas nie opisano jego wptywu na aktywno$¢ TLR4 lub poziom mRNA genu TNF
[311,312]. Natomiast uzyskane wyniki po raz pierwszy sugeruja, ze w warunkach
zahamowania aktywnosci TLR2 przez inhibitor dochodzi do kompensacyjnej aktywacji
TLR4, obserwowanej na podstawie zmian ekspresji genu TNF.

Podobne zjawisko zwigkszonej odpowiedzi prozapalnej bylo obserwowane u myszy

pozbawionych TLR2, ktére w okresie prenatalnym byly eksponowane na LPS,
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bedacy ligandem TLR4, a wigc w przypadku aktywacji receptora [313]. Oprocz zwigkszonej
ekspresji genu TNF i TLR4, Cao i1 wsp. [313] wykazali, ze efekt dotyczy réwniez gendéw
kodujacych biatka zwigzane z przekazywaniem sygnatu od TLR, w tym MyD88 i TRAF6,
oraz zasugerowali kompensacyjny efekt pomiedzy receptorami TLR2 i TLR4. Natomiast
wykazany w niniejszej pracy efekt jest niezalezny od aktywacji receptora TLR4 przez PA,
poniewaz wystepuje rowniez w komodrkach kontrolnych inkubowanych z BSA.

Sciezka zwiazana z aktywacja odpowiedzi zapalnej przez NF-kB jest zalezna od biatka
adaptorowego MyD88. Dodatkowo w przypadku TLR2 i TLR4 oddzialywanie z MyD88
zachodzi za posrednictwem TIRAP. W niektérych przypadkach konieczne jest réwniez
oddziatywanie z koreceptorami. W przypadku TLR2 i TLR4 szczegélnie istotnym
koreceptorem wydaje si¢ biatko CD36.

CD36 wystepuje w rdéznych typach komorek i1 peini rézne funkcje w zaleznoSci
od wigzanego liganda oraz oddziatywania z innymi receptorami, ale takze jest transporterem
dhugotancuchowych kwasow tluszczowych (LCFA, ang. long-chain fatty acids). Transport
LCFA wydaje si¢ wazny zwlaszcza w przypadku komorek ttuszczowych 1 migsniowych.

W przypadku komorek $rodbtonka biatko CD36 odgrywa wazng role¢ w kapilarach
w transporcie krazacych LCFA do tkanek docelowych. Wystepowanie biatka CD36 wykazuje
zrdznicowanie w zaleznosci od typu naczyn krwiono$nych. Jest zwigzane z matymi
naczyniami 1 kapilarami, w ktorych transport sktadnikow odzywczych z o0socza
jest szczegodlnie istotny [314]. W komorkach $rodbtonka gtéwnym procesem energetycznym
jest glikoliza, a wytwarzanie ATP jedynie w niewielkim stopniu zwigzana jest z utlenianiem
FA [315]. Co ciekawe, w poréwnaniu do komorek $rodbtonka mikronaczyn MVEC
(ang. microvascular endothelial cells), w komorkach HUVEC nie wykazano obecnosci biatka
CD36 na powierzchni komorek [316].

CD36 nie zawiera domeny, ktora moglaby uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnatu [317].
Natomiast zwigzanie liganda przez CD36 moze aktywowaé odpowiedZz poprzez
oddziatywanie z innymi biatkami, za po$rednictwem ktorych dochodzi do przekazywania
sygnatu, w tym m.in. TLR2, TLR4, TLR6 [214,318,319]. Z drugiej strony CD36 jest istotne
rowniez w przekazywaniu sygnatu od TLR2 oraz TLR4 [208-212]. Ponadto opisano
powstawanie kompleksu CD36 z TLR4 oraz TLR6, co prawda jak wspomniano wczesniej,
jedynie w odpowiedzi na ox-LDL oraz B-amyloid [214]. Dane dotyczace biatka CD36
oraz receptorow TLR2 lub TLR4 sugeruja, ze moga one funkcjonowaé w postaci kompleksow
w tratwach lipidowych, a w przypadku zwigzania liganda przez jedno z tych bialek,
moze dochodzi¢ do ich wzajemnej aktywacji [211]. W przypadku aktywacji odpowiedzi
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na PA udziat CD36 wykazano w makrofagach [211], natomiast w komorkach $rodbtonka
go nie potwierdzono [140], w zwigzku z czym CD36 nie byl rozpatrywany w tej pracy
jako potencjalny receptor aktywowany przez PA.

W celu ustalenia mechanizmu odpowiedzialnego za spowodowang zahamowaniem TLR2
zwigkszong aktywnos$¢ TLR4 obserwowang na podstawie zwigkszonej ekspresji genu TNF
(Rycina 33), zbadano poziom ekspresji genéw kodujacych wybrane biatka zwigzane
z przekazywaniem sygnalu TLR. C29 zwigksza ekspresje genu TLR4, a efekt ten jest
niezalezny od PA (Rycina 35), co potwierdza zaobserwowang wczesniej w obecnos$ci tego
inhibitora zwigkszong zawarto$¢ biatka TLR4 (Rycina 34). Ta zmiana moze by¢ przynajmnigj
W  pewnym  stopniu  odpowiedzialna za  zwigkszong  aktywnos$ci  TLR4.
Natomiast nie wykazano innego wplywu C29, np. na ekspresj¢ gendw kodujacych biatka
adaptorowe, ktory sugerowatby dodatkowy mechanizm wyjasniajacy t¢ obserwacje.

Stwierdzona w obecnos$ci PA zwigkszona ekspresja TLR2 na poziomie transkryptu
(Rycina 35) jest spojna ze znaczacym zwigkszeniem zawartosci biatka zaobserwowanym
po dluzszej inkubacji (Rycina 30), a takze zgodna z danymi literaturowymi [140].
Natomiast nie wykazano w tym przypadku hamujacego efektu inhibitora TLR4. Jest to o tyle
nieoczekiwane, ze w tych samych warunkach dos$wiadczalnych wykazano hamujgcy efekt
TAK-242 na zwigkszony w obecnosci PA poziom ekspresji genu TNF (Rycina 33).

Ponadto w obecnosci inhibitora TLR4 oraz PA zwickszona jest ekspresja genow CD36,
TLR6 i TIRAP (Rycina 35), a wigc kodujacych biatka, ktore mogg bezposrednio uczestniczy¢
w przekazywaniu sygnatlu od TLR4. Potencjalnie mogloby to umozliwi¢ przekazywanie
sygnalu 1 odpowiedZ na aktywacje receptora pomimo czeSciowego obnizenia jego
aktywnosci. W literaturze brak jest danych dotyczacych wplywu inhibitora TLR4,
ktore mogltyby wzmocni¢ t¢ obserwacje. Mechanizm dziatania TAK-242 wynika
z blokowania oddzialywania domeny TIR receptora TLR4 z biatkami adaptorowymi TIRAP
oraz TRAM, zwigzanymi ze $ciezkami sygnatowymi zaleznymi odpowiednio od MyD-88
oraz TRIF [320]. W tym przypadku jedng z mozliwosci wydaje si¢ tworzenie kompleksu
TLR4 z TLR6 oraz CD36. Ponadto zwickszenie ekspresji genu kodujacego biatko adaptorowe
TIRAP, znajdujacego si¢ dalej w Sciezce przekazywania sygnatu, moze kompensowac efekt
zahamowania przekazywania sygnatu od TLR4. Nadekspresja gendéw kodujgcych biatka
adaptorowe, w tym TIRAP, powoduje aktywacj¢ S$ciezki sygnatowej NF-xB [321].
Dodatkowo fakt, ze w niniejszej pracy hamujacy przekazywanie sygnatu od TLR4 efekt
TAK-242 zdaje sie¢ by¢ selektywny, poniewaz dotyczy tylko ekspresji genu TNF,
a nie wykazano go w stosunku do zwigkszonej ekspresji VWF i TLR2, wydaje si¢ potwierdzaé
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przynajmniej czeSciowe przekazywanie sygnatu. Przedstawiony wynik dotyczy ilosci mMRNA
i nalezaloby to potwierdzi¢ réwniez na poziomie biatka. By¢ moze niezaleznie od faktu,
ze inhibitor blokuje przekazywanie sygnalu poprzez hamowanie oddziatywania receptora
w domenie TIR, dodatkowo moze wpltywaé na oddzialywanie receptora z innymi biatkami
lub zwigkszenie aktywnos$ci biatek znajdujacych si¢ dalej w kaskadzie przekazywania
sygnatu. Wyjasnienie tego zjawiska moze to by¢ interesujagcym kierunkiem dalszych badan,
szczegOlnie w konteks$cie terapeutycznego zastosowania inhibitorow TLR. Dziatanie
TAK-242 wykazano wczesniej w prowadzonych in vitro i in vivo badaniach
nad sepsg [322-326], reumatoidalnym  zapaleniem  stawow  [327],  zaburzeniami
sercowo naczyniowych i dysfunkcja nerek [328], ostrg niewydolnoscig watroby [329],
zaburzeniami neurodegeneracyjnymi [330], choroba Alzheimera [331] oraz urazowym
uszkodzeniem moézgu [332]. Mimo ze w badaniu klinicznym TAK-242 byt dobrze
tolerowany, to nie wykazano jego istotnej skutecznosci w leczeniu sepsy [333].

Wyciszanie ekspresji genu przy pomocy siRNA pokazato, ze obnizeniu zawarto$ci biatka
TLR2 towarzyszy zwigkszenie zawartosci biatka TLR4 (Rycina 36). Sugeruje to istnienie
mechanizmu kompensacji miedzy wymienionymi biatkami. Podobnie w komorkach
z wyciszonym genem TLR4 obserwowano zwigkszenie poziomu biatka TLR2. Co ciekawe,
podobny rezultat obserwowano rowniez, gdy wyciszenie genu TLR4 jest efektywne jedynie
na poziomie mMRNA (Rycina 39), a nie obserwowano skutkéw wyciszania na poziomie
zawartosci biatka TLR4 (Rycina 36 i Rycina 37). Zastosowanie dwoch rodzajow siRNA
specyficznych wobec TLR4 pozwolitlo na bardziej efektywne wyciszenie syntezy biatka
(Rycina 37) i bylo zwigzane ze znacznie wigkszym wzrostem zawartosci biatka TLR2
niz przy wyciszaniu TLR4 tylko jednym rodzajem siRNA. Wzrost poziomu mRNA TLR2
wtych  warunkach byt  nieznaczacy (Rycina 39). Dlatego  wydaje sie,
ze nawet kilkudziesigciokrotnie podwyzszona zawarto$¢ biatka TLR2, raczej nie wynika
z aktywacji transkrypcji, a by¢ moze odpowiadajg za to inne mechanizmy. Wyjasnienie tego
zjawiska wymaga dalszych badan.

W regulacji ekspresji genéw na poziomie potranskrypcyjnym uczestnicza
m.in. czasteczki miRNA oraz biatka wigzace RNA (RBP, ang. RNA binding proteins)
rozpoznajgce sekwencje bogate w reszty adeniny i uracylu (ARE, ang. AU-rich elements)
wrejonie  mRNA nieulegajagcym translacji 3’UTR (ang. untranslated regions).
Zaréwno MiRNA, jak i niektore RBP, moga powodowac obnizenie translacji oraz degradacje
docelowego mRNA [334]. Udzial zarowno aktywacji TLR w regulacji miRNA, jak i udziat
mMIRNA  wregulacji ekspresji biatek zwigzanych 2z kaskada sygnatowa TLR,
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w tym bezposrednio TLR, ale takze biatek uczestniczacych w przekazywaniu sygnatu,
czynnikéw  transkrypcyjnych, cytokin prozapalnych zostal  juz opisany
W piS$miennictwie [335].

Biatko HUR (ang. human antigen R) nazywane rowniez ELAVLI1 (ang. embryonic lethal
vision-like protein 1) jest jednym z RBP stabilizujacym mRNA oraz sprzyjajacym translacji.
Wsrod sekwencji nukleotydowych mRNA rozpoznawanych przez ELAVL1 zidentyfikowano
zwigzane z aktywacjg Sciezki sygnalowej NF-kB oraz TLR, w tym réwniez genéw TLR2
i TLR4 [336]. Wydaje si¢ zatem mozliwe, ze w sytuacji obnizonego poziomu mRNA TLR4,
obserwowanego w wyniku wyciszenia, moze dochodzi¢ do zwigkszonego wigzania
i stabilizacji mMRNA TLR2 przez ELAVLI, co nastgpnie jest zwigzane ze zwigkszong
translacja zaobserwowana na podstawie zwigkszonego poziomu biatka TLR2.
Zaproponowany potencjalny mechanizm mogtby wyjasnia¢ regulacj¢ pomiedzy TLR2 i TLR4
zaobserwowang po Wyciszeniu genu.

W niniejszej rozprawie po raz pierwszy pokazano istnienie zjawiska kompensacji
pomiedzy TLR2 a TLR4 na podstawie roznych pozioméw regulacji: aktywnosci (Rycina 33),
mRNA oraz biatka (Rycina 36 i Rycina 37). Podobne zjawisko zostato zaobserwowane takze
na poziomie genetycznym umyszy pozbawionych TLR2 Ilub TLR4 [313,337].
Natomiast wyniki niniejszej pracy wskazuja na wystepowanie bardziej wrazliwej regulacji
pomiedzy TLR2 i TLR4. Wyjasnienie podstaw biochemicznych tych efektow wymaga
dalszych badan.

Dane literaturowe potwierdzajace wystgpowanie efektu kompensacyjnego pomigdzy
receptorami TLR2 i TLR4 sg bardzo ograniczone. Konsekwencjg kompensacji pomigdzy
Sciezkami sygnalowymi jest zwigkszona aktywno$¢ szlaku sygnalowego zastgpujacego
ten o obnizonej aktywnosci, co moze powodowaé zaburzenia odpowiedzi prozapalnej.
Chociaz w niniejszej pracy ograniczono si¢ do TLR, to oméwione mechanizmy moga
takze dotyczy¢ roznych receptorow PRRS zwigzanych z odpowiedzig uktadu

odpornosciowego [338].
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6. Podsumowanie i wnioski koncowe

Podsumowujac, W niniejszej pracy badano wpltyw PA na komorki $rodbtonka
w warunkach, w ktorych dochodzi do zwigkszenia zawarto$ci biatek adhezyjnych,
ale nie obserwuje si¢ obnizenia przezywalnosci komorek:
1. Wykazano, ze PA zwicksza wydzielanie vWF, co wynika ze zwigkszonej ekspres;ji
genu VWF i przyspieszonego dojrzewania biatka vWF.
2. Wykazano udzial sciezki sygnalowej NF-xB w aktywacji ekspresji genu VWF
W obecnosci PA.

3. Potwierdzono udziat TLR4 w aktywacji ekspresji genu TNF w obecnosci PA.

Dodatkowo:

4. Wykazano, ze zahamowanie aktywnosci TLR2 za pomocg inhibitora C29 zwigksza
aktywno$¢ TLR4.

5. Wykazano, ze w warunkach zahamowania aktywnosci TLR4 i obecnosci PA
dochodzi do zwigkszenia ekspresji genow kodujacych biatka zwigzane ze szlakiem
sygnatowym TLR.

6. Postugujac sie technikg wyciszania genéw siRNA wykazano wystepowanie efektu

kompensacyjnego migdzy TLR2 i TLRA4.

Najwazniejsze wyniki pracy przedstawiono schematycznie na Rycinie 40.

A zatem, zwigkszenie wytwarzania i wydzielania VWF przez komérki HUVEC nastgpuje
juz w wyniku stosunkowo tagodnego traktowania komorek PA. To sugeruje, ze PA moze
mie¢ istotne znaczenie w regulacji hemostazy juz w niskim st¢zeniu, nieznacznie
odbiegajacym od normy. Aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-xkB, prowadzaca
do zwigkszenia wytwarzania vVWF pod wptywem PA, jest przynajmniej czeSciowo zwigzana
z aktywacjg receptora TLR4. Pomiedzy receptorami TLR2 1 TLR4 wystepuje

zjawisko kompensaciji.
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Rycina 40. Schematyczne przedstawienie najwazniejszych wynikéw pracy. PA aktywuje
receptor TLR4, czego wynikiem jest aktywacja $ciezki sygnatowej NF-kB, a w konsekwencji
zwigkszeniem ekspresji genow TNF i VWF. Dochodzi do przyspieszenia procesu dojrzewania
biatka vWF, przez co wigksza ilos¢ dojrzatego VWF jest magazynowana w WPBs,
co przektada si¢ na jego wydzielanie w wigkszej ilosci. PA w obecnosci inhibitora TLR4
powoduje zwickszenie ekspresji genéw CD36, TLR6, TIRAP, co moze mie¢ wplyw
na przekazywanie sygnalu. Pomigdzy receptorami TLR2 i TLR4 wystepuje efekt
kompensacji, co wykazano na podstawie aktywnosci oraz ilosci mMRNA i biatka.
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