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W oparciu 0 widmo ramanowskie, ktore jest unikatowym spektroskopowym
identyfikatorem badanej substancji chemicznej oraz korzystajac z wielowymiarowych
metod statystycznych i chemometrii mozliwe jest badanie zmian biochemicznych
wywotanych stymulacjg farmakologiczng w pojedynczych komoérkach w warunkach
in vitro. Mapowanie ramanowskie pojedynczej komorki pozwala na badanie réznych
procesow komorkowych oraz monitorowanie interakcji komorka-lek.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto opracowanie innowacyjnej
metodologii wykorzystujacej mikroskopie ramanowskg do oceny
wewnatrzkomérkowych zmian biochemicznych w pojedynczej komoérce $rodbtonka
zachodzacych w wyniku stymulacji farmakologicznej. Obrazowanie ramanowskie, ze
wzgledu na mozliwos¢ jednoczesnej identyfikacji oraz badania przestrzennej
dystrybucji wszystkich sktadnikow biochemicznych w prébce, zapewniajac wysoki
poziom selektywnosci i rozdzielczosci, jawi si¢ jako potezne narzedzie w badaniach nad
rolg $rodbtonka w ukladzie sercowo-naczyniowym. Zwazywszy, ze $rodblonek
odgrywa istotng role w utrzymywaniu homeostazy, a jego dysfunkcja prowadzi do
wielu choréb uktadu sercowo-naczyniowego, poznanie mechanizmoéw odpowiedzi
srodblonka na stymulacje moze mie¢ kluczowe znaczenie diagnostyczne i przyczynié
si¢ do lepszego poznania fizjologii, patologii 1 farmakologii srodblonka.

W ramach niniejszej pracy doktorskiej zbadano: 1/ tworzenie ciatek lipidowych
wywotanych stymulacja kwasem arachidonowym (ang. arachidonic acid, AA);
2/ wptyw antracyklin (doksorubicyny (DOX), daunorubicyny (DNR), epidoksorubicyny
(EDOX), epidaunorubicyny (EDNR)) na komorki $rodbtonka; 3/ dziatanie stresu
oksydacyjnego wywotanego w komorkach $rodbtonka inkubowanych w wysokim
stezeniu glukozy. Wszystkie trzy watki tej pracy doktorskiej taczy stres siateczki
srédplazmatycznej, ktorej aktywacja wywotuje wyrazne zmiany biochemiczne —
m.in. nasilong biosynteze lipidow.

Krople lipidowe (ang. lipid droplets, LDs), czasem okreslane sa w literaturze
jako ciatka lipidowe, sa organellami wystepujacymi w neutrofilach, eozynofilach lub
komorkach nowotworowych, jednak ich obecno$¢ i dziatanie w $rodbtonku w duzej
mierze wcigz pozostaja niezbadane. W pracy badano powstawanie LDs w ludzkich
komorkach §$rodblonka w  wyniku inkubacji z wielonienasyconymi kwasami
thuszczowymi. W tym celu wykorzystano konfokalng spektroskopi¢ ramanowska do
badania LDs formowanych w warunkach in vitro w pojedynczej komorce srodblonka

(rycina 1).
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Rycina 1. Lewy panel (A-E): fotografia mikroskopowa mapowanego obszaru komérki HAoEC
(65 x 40 um?% 108 x 66 punktéw) inkubowanej 24h z AANa (25 pM) oraz mapy integracyjne
wybranych pasm markerowych: 2800-3020 cm™, 775-790 cm®, 1630-1690 cm™
i 3000-3030 cm™. Prawy panel (F-G): wyniki analizy skupien metoda KMC — mapa dystrybucji
klas (F) wraz z widmami $rednimi skupien (G). Intensywno$¢ ramanowska dla zakresu
daktyloskopowego (600-1800 cm™) zostata powickszona 3-3,5 razy w stosunku do
intensywnosci pasm w zakresie 2800-3200 cm™ dla podkreslenia roznic spektralnych pomiedzy
kolejnymi klasami [Majzner et al., Analytical Chemistry, 2014, 86:6666-6674].

Spektroskopia ramanowska wykorzystana zostala réwniez do monitorowania

zmian zachodzacych w wyniku stymulacji komoérek s$rodblonka za pomoca kwasu
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arachidonowego (AA), w obecnosci i bez 1-metylonikotynamidu (MNA). Innym
wielonienasyconym kwasem tluszczowym wykorzystanym w niniejszej pracy do
badania zdolnos$ci komoérek srédbtonka do tworzenia LDS byt kwas eikozapentaenowy
(ang. eicosapentaenoic acid, EPA). Jako metode referencyjnej wykorzystano
mikroskopi¢ fluorescencyjng i barwienia z uzyciem Czerwieni Nilu. Uzyskane za
pomoca cytometrii obrazowej wyniki potwierdzaja wnioski z badan ramanowskich, ze
komorki $rodbtonka stymulowane nienasyconymi kwasami thuszczowymi moga
tworzy¢ LDs wewnatrz cytoplazmy.

W przypadku badan nad wplywem stresu oksydacyjnego na komorki srédbtonka
wykazano, ze wysokie stgzenie glukozy (25 mM) powoduje zwigkszong produkcje
thuszeczy nienasyconych w okolicy jadra komorkowego, co moze by¢ zwigzane ze
zwigkszong aktywnos¢ siateczki §rédplazmatyczne;.

Antracykliny, takie jak doksorubicyna (DOX) czy daunorubicyna (DNR) sa
cytostatykami, ktore ze wzgledu na ich szerokie spektrum  dziatania
przeciwnowotworowego s3 szeroko stosowane w leczeniu wielu choréb
nowotworowych. Ich funkcja jest zwigzana z hamowaniem topoizomerazy, kluczowego
dla DNA enzymu, ktory uniemozliwia replikacje DNA i prowadzi do $mierci komorki.
Antracykliny wykazuja tez silng kardiotoksycznos$¢, ktoéra moze by¢ zwigzana
z uszkodzeniem komorek $rodbtonka. Nowe pochodne antracyklin (np. morfolinowe
I piperydynowe) maja pordéwnywalne lub nawet silniejsze dziatanie antyproliferacyjne
niz antybiotyki macierzyste (DOX, DNR). Dodatkowo, toksyczno$¢ nowych analogéw
dla uktadu sercowo-naczyniowego jest znacznie nizsza niz w przypadku lekow
macierzystych.

Przedstawione w niniejszej pracy wyniki badan nad wplywem antracyklin na
komorki srodbtonka (linii EA.hy926) wykazalty zréznicowang ich akumulacje w jadrze
komoérkowym. Widma ramanowskie standardow badanych antracyklin charakteryzuja
si¢ podniesieniem tta w zakresie spektralnym wysokich liczb falowych. Zakres ten
pokrywa si¢ z maksimum fluorescencji tych zwigzkéw. Zjawisko to obserwowano
réwniez w widmie ramanowskim dla komoérek stymulowanych antracyklinami, cO
sprawia, ze zakres fluorescencji antracyklin wydaje si¢ by¢ dobrym markerem
obecnosci antracyklin w jadrze. Roznorodnos¢ w akumulacji DOX 1 DNR sugeruje
wyrazng rdznice pomiedzy genotoksycznoscig tych antracyklin. Przedstawione wyniki
badan, ktore z pewnoscig beda rozwijane, maja na celu przyczynienie si¢ do lepszego

poznania cytotoksycznego efektu popularnych w  onkologii  cytostatykow
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antracyklinowych na $rédblonek oraz dostarczy¢ nowej wiedzy m. in. na temat zmian
biochemicznych zachodzacych w $rodbtonku na poziomie subkomoérkowym.

W ramach rozprawy doktorskiej nie tylko opracowano unikatowg
w badaniach farmakologicznych metodyke mapowania ramanowskiego pojedynczych
komorek $rodbtonka, ale rowniez opisano zmiany biochemiczne zachodzace na
poziomie subkomorkowym w  komodrkach $rodblonka  wskutek — stymulacji
farmakologicznej za pomocg hienasyconych kwasoéw thuszczowych, wysokiego

stezenie glukozy oraz antracyklin.



