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STRESZCZENIE

Nowotwory i choroby uktadu krazenia to najczgstsze przyczyny $miertelnosci na Swiecie,
ktérych patogeneza ma wiele wspdlnych mechanizméw i czynnikéw ryzyka. Pacjenci
onkologiczni oraz osoby, ktore przezyly chorobe nowotworowa wykazuja wyzsze ryzyko
powiktan sercowo-naczyniowych zwigzanych z dysfunkcja s$rodbtonka, ktéora moze byc
nastgpstwem zardwno samej choroby nowotworowej, jak i leczenia przeciwnowotworowego.
Aby rozwija¢ coraz lepsze strategie leczenia, ukierunkowane zar6wno na wyleczenie choroby
nowotworowej, jak 1 na ochron¢ srodbtonka naczyniowego, kluczowe jest zrozumienie

ztozonych mechanizmow lezacych u podstaw rozwoju dysfunkcji srodblonka u tych pacjentow.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie, jak przebieg choroby nowotworowej wplywa
na czynno$¢ srodbtonka naczyniowego oraz jak wybrana terapia przeciwnowotworowa wplywa

na czynno$¢ §roédblonka naczyniowego.

W pierwszej czesci przeprowadzonych do§wiadczen zbadano zmiany funkcji §rodbtonka oraz
miejscowq i ogdlnoustrojowa odpowiedz zapalng w toku rozwoju nowotworu w mysim modelu
raka gruczotu sutkowego 4T1, ktory jest modelem czesto wykorzystywanym do badan
zwigzanych z progresja i leczeniem nowotworu piersi. W drugiej czg¢$ci badan oceniono wpltyw
wybranych lekéw przeciwnowotworowych: inhibitoréw kinaz BRAF i MEK na czynno$¢
srodbtonka. Potaczenie inhibitorow BRAF 1 MEK jest z powodzeniem stosowane jako terapia
celowana w leczeniu choréb nowotworowych u pacjentow, u ktérych stwierdza si¢ obecno$¢
mutacji w genie kodujacym kinaze BRAF. Jednoczes$nie u tych pacjentdow zaobserwowano
zwigkszenie czestosci incydentow sercowo-naczyniowych, ktoérych mechanizm nie zostat

do tej pory wyjasniony.

Przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskiej wyniki wskazuja, ze we wczesnym stadium
choroby nowotworowej u myszy rozwija si¢ stan zapalny w ptucach. Ponadto, zaréwno
w plucach jak i w krazeniu obwodowym zmniejsza si¢ dostgpnos$¢ tlenku azotu bedacego
kluczowym mediatorem naczynioprotekcyjnym. Natomiast zaawansowane stadium choroby
nowotworowej, charakteryzujace si¢ obecnoscig przerzutow w plucach, jest zwigzane z bardzo
silnym ogdlnoustrojowym stanem zapalnym oraz z uposledzeniem zaleznej od NO funkcji
sroédbtonka w aorcie, a takze z kompensacyjnym zwigkszeniem zaleznej od COX-2 produkcji
PGIL,. Wyniki te wskazuja na istotng role wczesnych zmian w plucach, ktoére toruja droge

do rozwoju przerzutéw, podczas gdy w zaawansowanym stadium choroby nowotworowe;j



wystepuje ogolnoustrojowy stan zapalny i1 obwodowa dysfunkcja $rodbtonka, ktore

przyczyniaja si¢ do dalszej progresji choroby.

Wyniki przedstawione w drugiej cze$ci rozprawy doktorskiej pozwolily wykazaé,
ze dabrafenib (inhibitor kinazy BRAF), ale nie trametynib (inhibitor MEK), uposledza funkcje
srodbtonka naczyniowego po krotkotrwatej ekspozycji zardwno ex vivo jak 1 in vivo.
Mechanizm dysfunkcji $rodblonka wywotanej inhibitorem BRAF moze obejmowac
zmniejszong aktywno$¢ $rodblonkowej syntazy tlenku azotu, zwigkszong produkcje
reaktywnych form tlenu, a takze zwigkszenie aktywnos$ci niektorych kinaz, w tym szlakow
ROCK i1 CAMK. Ponadto wykazano, ze dabrafenib wptywa na metabolizm energetyczny
komorek naczyn krwiono$nych, co tacznie z aktywacjg licznych kinaz, moze stanowi¢ efekt

kompensacyjny w odpowiedzi na jego toksyczno$¢ naczyniowa.

Przeprowadzone interwencje farmakologiczne ex vivo wykazaly, ze potencjalng strategia
przeciwdziatania dysfunkcji srédblonka wywotanej przez dabrafenib moze by¢ zastosowanie
inhibitorow szlaku zaleznego od aktywnosci kinazy CAMK oraz szlaku zaleznego od kinazy

ROCK, jak rowniez zahamowanie produkcji reaktywnych form tlenu.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej wykazano w modelach zwierzecych
uposledzenie czynnos$ci srodbtonka zarowno indukowane przez rozwoj choroby nowotworowe;j
jak 1 w nastepstwie dziatania badanych lekéw przeciwnowotworowych. Ponadto, wyniki
interwencji farmakologicznych niwelujacych niekorzystny wptyw dabrafenibu na $rédbtonek,
maja wysoki potencjat translacyjny ze wzgledu na konieczno$¢ ochrony S$rodblonka
naczyniowego u pacjentow onkologicznych, ktdéra jest niezbedna dla zmniejszenia ryzyka

wystepowania powiktan sercowo-naczyniowych w tej grupie pacjentow.
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ABSTRACT

Cancer and cardiovascular diseases are the most common causes of mortality worldwide,
the pathogenesis of which has many common mechanisms and risk factors. Oncological
patients and cancer survivors are at higher risk of cardiovascular complications associated with
endothelial dysfunction, which may be the consequence of both the cancer itself and anticancer
treatment. It is crucial to understand the complex mechanisms underlying the development
of endothelial dysfunction in these patients in order to develop efficient treatment strategies

aimed at both curing the cancer and protecting the vascular endothelium.

The aim of this study was to investigate how cancer development affects the function

of vascular endothelium and how selected anticancer therapeutics affect endothelial function.

In the first part of the conducted experiments changes in endothelial function as well as local
and systemic inflammatory response during tumor development were examined in the murine
orthotopic model of breast cancer 4T1, that is often used to study progression and treatment
strategies of breast cancer. In the second part of the study, the effects of selected anticancer
drugs, BRAF and MEK kinase inhibitors, on endothelial function were assessed.
The combination of BRAF and MEK inhibitors is successfully used as a targeted therapy
for BRAF-mutated cancers although the combination of these drugs substantially increases
cardiovascular events in cancer patients treated with these drugs, and the mechanisms involved

have not been elucidated.

The results presented in this doctoral dissertation indicate that the early stage of cancer
development is associated with inflammation in the lungs. Moreover, the bioavailability
of nitric oxide, a key vasoprotective mediator, is reduced in both the lungs and in the peripheral
circulation. In contrast, the advanced stage of cancer, characterized by the presence of lung
metastases, is associated with very strong systemic inflammation and with impaired
NO- dependent endothelial function in the aorta, as well as with a compensatory increase
in COX-2-dependent PGI, production. These results suggest that the early lung changes pave
the way for development of pulmonary metastases, while the subsequent systemic inflammation
and systemic endothelial dysfunction contribute to further progression of the neoplastic disease

and its complications.

The results presented in the second part of the doctoral dissertation demonstrated that the BRAF

kinase inhibitor dabrafenib, but not the MEK inhibitor trametinib, impairs vascular endothelial
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function after short-term exposure both ex vivo and in vivo. The mechanism of BRAF
inhibitor- induced endothelial dysfunction may include reduced activity of endothelial nitric
oxide synthase, increased production of reactive oxygen species and increased activity of some
kinases, including the ROCK and CAMK. Furthermore, dabrafenib has been found to affect
the energy metabolism of vascular cells, which together with the activation of multiple kinases,

may constitute a compensatory mechanism featuring vascular response to its vascular toxicity.

Pharmacological ex vivo interventions have shown that inhibition of CAMK -dependent
pathway and ROCK -dependent pathway, as well as inhibition of reactive oxygen species
production may constitute a potential strategy to counteract dabrafenib-induced endothelial

dysfunction.

In summary, this doctoral thesis demonstrated impaired endothelial function in animal models,
both as a consequence of tumor development and as a consequence of anticancer treatment.
The results of pharmacological interventions that eliminated the adverse effects of dabrafenib
on the endothelium may have translational value, as endothelial protection in cancer patients

is essential to minimize their cardiovascular complications.
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WYKAZ NAJCZESCIEJ STOSOWANYCH SKROTOW

4T1 — linia komoérek nowotworowych mysiego raka gruczotu sutkowego

Ach (ang. acetylocholine) — Acetylocholina

AKT = PKB (ang. protein kinase B) — kinaza biatkowa B/kinaza AKT

BRAF — serynowo-treoninowa kinaza biatkowa B-Raf

CAMK (ang. Ca*'/calmodulin-dependent protein kinase) — kinazy bialkowe zalezne od Ca?'
1 kalmoduliny

CAMK-IN-1 — inhibitor kinazy CAMK2

CDK (ang. cyclin-dependent kinases) — kinazy zalezne od cyklin

COX (ang. cyclooxygenase) — cyklooksygenaza

DETC (ang. diethyldithiocarbamate) — dietyloditiokarbaminian

DMEM (ang. Dulbecco's modified Eagle medium) — modyfikowane podtoze do hodowli komérkowych
ECAR (ang. extra-cellular acidification rate) — szybko$¢ zewnatrzkomorkowego zakwaszania
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny

EndMT (ang. endothelial mesenchymal transition) — przejscie srodbtonkowo mezenchymalne

eNOS (ang. endothelial nitric oxide synthase) — srodbtonkowa syntaza tlenku azotu

EPR (ang. electron paramagnetic resonance) — elektronowy rezonans paramagnetyczny

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase) — kinaza regulowana sygnatami pozakomoérkowymi
FBS (ang. fetal bovine serum) — ptodowa surowica bydleca

GRA (ang. granulocytes) — granulocyty

GSK3 (ang. glycogen synthase kinase-3) — kinaza syntazy glikogenu 3

HCT (ang. hematocrit) — hematokryt

HGB (ang. hemoglobin concentration) — st¢zenie hemoglobiny

KH - bufor Krebsa Hanseleita

KN-93 — inhibitor kinazy CAMK?2

LC-MS (ang. liquid chromatography—mass spectrometry) — technika chromatografii cieczowej
polaczonej ze spektrometrig mas

LIM - rodzina kinaz wigzacych aktyny

LYM (ang. lymphocytes) — limfocyty

MAPK (ang. mitogen activated protein kinase) — kinaza aktywowana mitogenami
MCH (ang. mean cell hemoglobin) — §rednia hemoglobina komorkowa

MCYV (ang. mean cell volume) — $rednia objetos¢ krwinki czerwone;j

MEK - kinaza aktywowana mitogenami w szlaku MAPK

MEM (ang. minimum essential medium) — syntetyczne podtoze do hodowli komérkowych
MLC (ang. myosin light chain) — lekki tancuch miozyny

MLCK (ang. myosin light chain kinase) — kinaza tancucha lekkiego miozyny

MLCP (ang. myosin light chain phosphatase) — fosfataza tancucha lekkiego miozyny
MON (ang. monocytes) — monocyty

MPYV (ang. mean platelet volume) — $rednia objetos¢ ptytek krwi
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MRI (ang. magnetic resonance imaging) — obrazowanie rezonansem magnetycznym

NET (ang. neutrophil extracellular traps) — neutrofilowe sieci zewnatrzkomorkowe

NF-xB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) — czynnik transkrypcyjny
NO (ang. nitric oxide) — tlenek azotu

NO-DETC — kompleks tlenku azotu i putapki spinowej = NO-Fe**(DETC),

NOHD (ang. nitrosyl hemoglobin) — nitrozyl hemoglobina

NOX (ang. NADPH oxidase) — oksydaza NADPH

OCR (ang. oxygen consumption rate ) — szybko$¢ zuzycia tlenu

PGI: (ang. prostacyclin) — prostacyklina

PI3K (ang. phosphatidylinositol 3-kinase) — kinaza 3-fosfatydyloinozytolu

PKA (ang. protein kinase A) — rodzina kinaz biatkowych A

PKC (ang. protein kinase C — rodzina kinaz biatkowych C

PKG (ang. protein kinase G) — rodzina kinaz biatkowych G

PKNI1 (ang. protein kinase N1) — kinaza biatkowa N1

PLT (ang. platelets) — ptytki krwi

PRKA (ang. protein kinase cAMP-dependent) — kinaza biatkowa A, aktywowana przez AMP

PRKAC (ang. protein kinase cAMP-dependent catalytic subunit) — podjednostka katalityczna kinazy
biatkowej aktywowanej przez AMP

PRKG (ang. protein kinase cGMP-dependent) — kinaza biatkowa G

gRT-PCR (ang. real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) — reakcja
tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcja

RAP-1 (ang. Ras-associated protein 1) — biatko zwigzane z Ras 1

RAS —rodzina enzymow hydrolaz zwanych matymi GTPazami lub matymi biatkami G

RBC (ang. red blood cells) — krwinki czerwone, erytrocyty

Rho — mata GTPaza z rodziny RAS

ROCK (=ROKa, ang. Rho-associated kinase) — kinaza zwigzana z Rho

ROS (ang. reactive oxygen species) — reaktywne formy tlenu, wolne rodniki tlenowe

RPS6K (ang. ribosomal protein S6 kinase) — kinaza rybosomalna s6

RSK (ang. ribosomal S6 kinase family) — rodzina kinaz rybosomalnych s6

SAA (ang. serum amyloid A) — surowiczy amyloid A

SAP (ang. serum amyloid protein) — surowicze biatko amyloidu

SEM (ang. standard error of measurement) — btad standardowy

SNP (ang. sodium nitroprusside) — nitroprusydek sodu

STK (ang. serine threonine kinases) — kinazy serynowo treoninowe

TNF (ang. tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotworow

UKA (ang. upstream kinase analysis) — analiza aktywnos$¢ kinaz na podstawie fosforylacji substratow
VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule 1) — czasteczka adhezji komorkowej 1

VEGF (ang. vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu srédbtonka naczyniowego
vWF (ang. von Willebrand factor) — czynnik von Willebranda

WBC (ang. white blood cell) — krwinki biate
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| WSTEP

Choroby ukfadu krazenia i choroby nowotworowe sa gléwnymi czynnikami,
przyczyniajacymi si¢ do przedwczesnej umieralnosci na $wiecie. W Polsce, umieralnos¢
zpowodu chordb uktadu krazenia i chorob nowotworowych stanowi przyczyne ponad
70% zgondw w ogoblnej liczbie zgonéw w Polsce (1). Cho¢ uznawane za dwie zupelnie odrgbne
grupy chorob, w $wietle obecnej wiedzy, sa one ze sobg istotnie powigzane. Terapie
przeciwnowotworowe, ciggle rozwijane i coraz skuteczniejsze, wigzg si¢ z krotkoterminowym,
jak 1 dlugoterminowym ryzykiem wystapienia powiktan sercowo-naczyniowych u pacjentow
onkologicznych, do ktoérych naleza niewydolno$¢ serca ze zmniejszong frakcja wyrzutowa,
arytmie, zakrzepica, nadci$nienie, czy niedotlenienie/zawat migs$nia sercowego. Potrzeba
diagnozy, leczenia i zapobiegania tym niekorzystnym skutkom sercowo- naczyniowym
u pacjentéw onkologicznych, doprowadzita do rozwoju nowej dziedziny medycyny, zwanej

kardioonkologig (2, 3).

Badania w ostatnich latach ujawnity jednak bardziej ztozong i dwukierunkowg zaleznos$¢
mie¢dzy nowotworami a chorobami uktadu krazenia, wskazujac na zwigzek miedzy chorobami
serca a zapadalnoscig na raka, jego progresja i $miertelnoscig (2). Obecno$¢ chorob uktadu
krazenia stwierdza si¢ u 17% do 43% pacjentow w momencie zdiagnozowania u nich choroby
nowotworowej (4). W praktyce klinicznej choroby nowotworowe i choroby uktadu krazenia
czegsto wspotistnieja, ze wzgledu na liczne wspdlne czynniki ryzyka, takie jak wiek, palenie
tytoniu, cukrzyca, otylo$¢, nadcis$nienie, niska aktywno$¢ fizyczna oraz rdézne czynniki
srodowiskowe, w tym wysoko przetworzona dieta (5, 6). Oprocz wspolnych czynnikow ryzyka,
rosngca liczba dowodow eksperymentalnych i klinicznych wskazuje, Zze u podstaw obu
tych patologii lezg wspdlne mechanizmy, takie jak przewlekty stan zapalny, stres oksydacyjny,
zaburzenia metaboliczne 1 hormonalne, dysbioza mikrobiologiczna, czy starzenie si¢

komorek (6, 7).

Postgpy w farmakologicznej terapii niewydolnoSci serca znacznie zmniejszyly
$miertelno$¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych, a w szczegolno$ci nagla $Smieré sercowa,
co istotnie zwigkszylo liczbg pacjentow z przewlekta niewydolnoscig serca. Jednoczes$nie
u pacjentow tych wzrasta obcigzenie chorobami wspotistniejgcymi, wsrod ktorych wyraznie
zwigkszone jest ryzyko wystgpienia wielu typéw nowotworéw. Z drugiej strony,

dzieki postepowi w leczeniu chordob nowotworowych takze wyraznie spada $miertelno$¢
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z ich powodu, natomiast wzrasta liczba pacjentdow onkologicznych obcigzonych chorobami
wspotistniejagcymi, wsrdd ktorych choroby ukladu krazenia sg najczgstsza przyczyng $mierci

niezwigzang bezposrednio z chorobg nowotworowa w tej grupie pacjentow (6, 7).

Niezbedne jest ciggle poglebianie rozumienia patofizjologii choréb nowotworowych
1 chorob uktadu krazenia. Poznanie ich wspdlnych mechanizmoéw na poziomie komérkowym
1 molekularnym, mozliwe dzieki badaniom podstawowym, moze w przyszto$ci zaowocowac
wykorzystaniem tej wiedzy w badaniach klinicznych i rozwojem bardziej skutecznych terapii
onkologicznych, ktore ograniczatyby réwniez zwigkszone ryzyko sercowo-naczyniowe

W tej grupie pacjentow.

1.1 SRODBLONEK NACZYNIOWY I JEGO DYSFUNKCJA W CHOROBACH
UKLADU KRAZENIA

Istotng rolg w patogenezie chordb uktadu krazenia odgrywa dysfunkcja srodbtonka (8).
Srédbtonek naczyniowy to pojedyncza warstwa wyspecjalizowanych komoérek, wyscielajaca
wngetrze wszystkich naczyn krwiono$nych i limfatycznych w organizmie. Przez dziesigciolecia
badan naukowych, systematycznie wzrastala wiedza na temat jego ogromnej roli
w prawidtowym funkcjonowaniu ludzkiego organizmu, jak i w patogenezie coraz liczniejszych
chorob. Komorki $rdédbtonka produkujac liczne aktywne czasteczki (mediatory), odgrywaja
role w procesach takich jak krzepnigcie, stan zapalny, utrzymanie ci$nienia krwi,
czy angiogeneza (9). Ich prawidlowa funkcja jest niezbgedna w utrzymaniu homeostazy
naczyniowej. Stanowig rowniez barier¢ miedzy krwig, a komodrkami wszystkich tkanek
1 narzadow, umozliwiajac kontrolowang wymiane¢ substancji: dostarczanie tlenu 1 sktadnikéw
odzywczych oraz transport metabolitéw (10). Komorki §rodbtonka sg tez bariera dla patogenow

oraz migrujacych komoérek nowotworowych (11, 12).

Dysfunkcja $rédblonka charakteryzuje si¢ uposledzong produkcja mediatorow
chronigcych naczynia krwionosne, takich jak tlenek azotu (NO) i prostacyklina (PGI»)
oraz nadmierng produkcja mediatorow prozapalnych, prooksydacyjnych 1 prozakrzepowych
(13). Dysfunkcja srodbtonka czesto wigze si¢ takze z utratg szczelno$ci potaczen miedzy
komoérkami 1 zwigkszong przepuszczalno$cia naczyn krwiono$nych (14). Dysfunkcja
srodbtonka zaburza homeostazg naczyn oraz prowadzi do powstawania zmian patologicznych,
takich jak uposledzenie zdolnos$ci do rozkurczu naczyhn krwiono$nych, aktywacja ptytek krwi,

zaburzenia krzepnigcia, powstawanie zakrzepow, zwigkszenie adhezji leukocytow, indukcji
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miejscowego stanu zapalnego oraz powstawanie zmian miazdzycowych. Dysfunkcja
srodblonka pojawia si¢, jako przyczyna lub nastepstwo, w wielu chorobach cztowieka,
od wspomnianych  choréb uktadu sercowo-naczyniowego, poprzez metaboliczne,

neurodegeneracyjne, zakazne, az po choroby nowotworowe (15).

1.2 ROLA SRODBLONKA NACZYNIOWEGO W ROZWOJU CHOROB
NOWOTWOROWYCH

Zardwno u pacjentdw onkologicznych, jak i 0sob, ktore przezyty chorobg nowotworowa,
obserwuje si¢ powiklania sercowo-naczyniowe zwigzane z rozwojem dysfunkcji srédbtonka
o podobnych cechach, jakie opisano u pacjentow z miazdzyca, takich jak aktywacja uktadu
hemostazy oraz nadmierna ekspresja cytokin i czasteczek adhezyjnych przez komorki

srédblonka (16).

W toku progresji nowotworu, od wzrostu guza pierwotnego do powstania przerzutow,
dochodzi do interakcji miedzy komoérkami nowotworowymi, a komorkami S$rédblonka,
na wszystkich etapach tego procesu (17). Rozwo6j guza wymaga tworzenia w nim nowych
naczyn krwiono$nych, w celu dostarczania tlenu i skladnikow odzywczych, koniecznych
do jego wzrostu i przezycia. Komorki §rodbtonka sa odpowiedzialne za tworzenie nowych
naczyn krwiono$nych w procesie zwanym angiogenezg. Uwalniaja one czynniki
pro- angiogenne, m.in. czynnik wzrostu S$rodbtonka naczyniowego (VEGF), proliferuja
1 migruja, tworzac nowe naczynia wtosowate w tkance guza. W niektorych przypadkach guzy
moga przeja¢ kontrole nad istniejagcymi naczyniami krwionosnymi (ang. vascular co-option)
lub same tworzy¢ struktury przypominajace naczynia (ang. vascular mimicry), omijajac
potrzebg tradycyjnej angiogenezy (18). W procesie przerzutowym komorki nowotworowe
przekraczaja barier¢ S$rodblonkowa, najpierw dostajac si¢ z tkanki guza pierwotnego
do krwiobiegu (ang. intravasation), a nastgpnie z naczynia krwionosnego do tkanki
(tzw. ekstrawazacja, ang. extravasation) w docelowym narzadzie np. ptucu, mdzgu, watrobie
czy kosci (Rycina 1). Mechanizmy molekularne lezagce u podstaw tych procesow, takie
jak wzajemne oddziatywania komorek nowotworowych i komorek srodblonka oraz prozapalne
zmiany fenotypu $rodbtonka, s3 przedmiotem cigglych badan. Dotychczasowe badania
wskazuja, ze migracja 1 inwazja krazacych komorek nowotworowych do odleglych tkanek jest
wspierana przez te same mechanizmy, ktore sa zaangazowane w rekrutacje leukocytow z krwi
do tkanek (12). Komorki nowotworowe moga reagowaé na chemokiny i czasteczki adhezji

komorkowej zaangazowane w transport leukocytow i1 odpowiedz zapalng srodbtonka (19, 20).
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Badania in vitro wykazaty, ze czynniki uwalniane z dysfunkcyjnego $rodbtonka aktywuja
szlaki sygnatowe NF-kB 1 STAT3 w komorkach nowotworowych i zwiekszajg ich inwazyjnos¢
(21). Natomiast mediatory chronigce naczynia krwiono$ne, takie jak tlenek azotu (NO) 1 tlenek
wegla (CO), hamuja przyleganie 1 transmigracje komorek nowotworowych przez srédbtonek
(22, 23). Prostacyklina (PGl2) i zwiazki uwalniajace PGIl> maja natomiast udowodnione
w badaniach in vivo dziatanie przeciwprzerzutowe, co dodatkowo potwierdza kluczowy
zwigzek miedzy funkcjg srdédbtonka, jego naczynioprotekcyjnymi mediatorami, a przerzutami

nowotworowymi (24-27).

Przekraczanie Przekraczanie bariery
bariery srodblonka srodblonka w narzadzie
W guzie pierwotnym przerzutowym

dysfunkcja
srodblonka

W narzadzie
przerzutowym

dysfunkcja sodblonka systemowa
nowotworowego fi'y!}ifu nkcja
W guzie pierwotnym srodbtonka

Rycina 1. Dysfunkcja s$rodblonka w toku rozwoju choroby nowotworowej. Rycina
na podstawie Smeda i wsp. 2020, zmodyfikowano (17).

1.3 DYSFUNKCJA SRODBLONKA JAKO NASTEPSTWO ROZNYCH TERAPII
PRZECIWNOWOTWOROWYCH

Obok samej choroby nowotworowej, bardzo istotny wplyw na rozwoj dysfunkcji
srédblonka u pacjentoéw onkologicznych maja leki stosowane w terapii nowotwordow. Leki
okreslane zbiorczo mianem chemioterapii, ktore byly jako pierwsze stosowane do leczenia

nowotworow osobno lub w potaczniu z radioterapig, maja dzialanie antyproliferacyjne
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i toksyczne na komorki bedace w fazie podziatu, czyli zaré6wno intensywnie dzielace si¢
komorki nowotworowe jak i1 pozostale komorki organizmu. Leki cytotoksyczne mozna
podzieli¢, uwzgledniajagc ich mechanizm dziatania, na antybiotyki przeciwnowotworowe
(np. bleomycyna 1 antracykliny), alkaloidy roslinne (np. taksany, alkaloidy barwinka),
substancje alkilujace (np. cisplatyna, cyklofosfamid) i antymetabolity (np. 5-Fluorouracyl)
(28). Leki te powoduja szeroko pojeta toksycznos¢ sercowo-naczyniowa, ktorej mechanizmy
obejmujg: wytwarzanie reaktywnych form tlenu i stres oksydacyjny, uszkodzenia komoérek
srodbtonka i kardiomiocytow, zaburzenia homeostazy wapnia, zaburzenia funkcji
mitochondridéw, stan zapalny, czy skurcz naczyn, czego nastepstwem moga by¢ nadcisnienie,
zakrzepica, uszkodzenia migénia sercowego, zwtoknienia tkanki serca, arytmie, kardiomiopatie

1 niewydolno$¢ serca (28).

Wsrod klasycznych lekow chemioterapeutycznych prawdopodobnie najlepiej przebadane
pod wzgledem toksycznego dziatania na $rodblonek s3 antracykliny (Doksorubicyna,
Daunorubicyna) (29), uzywane w leczeniu chorych na liczne nowotwory lite i hematologiczne
(np. migsaki, nowotwor piersi, chtoniak Hodgkina, szpiczak mnogi). Mechanizmy toksycznosci
antracyklin, tak jak 1 mechanizmy stojace za ich dzialaniem przeciwnowotworowym,
sg ztozone. W badaniach in vitro oraz na izolowanych naczyniach wykazano toksyczne
dzialanie antracyklin na komorki $rodblonka, objawiajace si¢ akumulacja tych zwigzkow
wewnatrz jadra komodrkowego, uszkodzeniem DNA, uposledzong produkcja NO,
generowaniem ROS oraz zaburzong nanomechanika komorek srodblonka w  postaci
zwigkszonej sztywnos$ci blony komorek srodbtonka (29). Antracykliny wbudowuja si¢ w DNA,
tworzagc addukty z DNA 1izaklocajac proces replikacji. Zahamowanie aktywnoSci
topoizomerazy-IIf3, prowadzi do akumulacji peknig¢ DNA, co ostatecznie powoduje
apoptotyczng $mier¢ komorek (30). W badaniach na myszach wykazano, ze specyficzna dla
kardiomiocytéow delecja genu kodujacego topoizomerazg-IIf chroni przed rozwojem
niewydolnosci serca wywotanej przez doksorubicyng (30). Inne badania in vivo wykazaty,
ze u myszy leczonych doksorubicyna uposledzenie zaleznej od §rodbtonka czynno$ci naczyn
1 sztywnos¢ tetnic wyprzedzajg rozwdj dysfunkcji serca w postaci obnizonej frakcji wyrzutowe;j
lewej komory i1 s3 zwigzane ze wzrostem w §cianie aorty poziomu trombospondyny-1 (THBS1)
1 alfa-1-antychymotrypsyny (SERPINA3), ktére sa rowniez podwyzszone w osoczu pacjentow
doswiadczajacych kardiotoksycznosci wywotanej antracyklinami (31). W kolejnych badaniach
stwierdzono u myszy leczonych doksorubicyng objawy wloknienia serca potaczone

ze wzrostem stezenia cytokin prozapalnych takich jak IL-6, IL-1p 1 TNF (ang. tumor necrosis
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factor) oraz spadkiem przeciwzapalnej IL-10 (32). Doksorubicyna powoduje takze dysfunkcje
mitochondriéow, uszkadza mitochondrialne DNA (mtDNA), hamuje funkcj¢ *lancucha
oddechowego mitochondriow i obniza poziom ATP w kardiomiocytach, jednoczes$nie silnie
indukuje produkcje reaktywnych form tlenu (33). W komorkach $rédbtonka doksorubicyna
nasila stres oksydacyjny, zwigkszajac produkcje ROS, zardwno przez eNOS jak i mitochondria,
co prowadzi do uszkodzenia oksydacyjnego tych komorek (34, 35). Doksorubicyna moze takze
indukowa¢ stan prozakrzepowy naczyn poprzez zwigkszenie ekspresji czynnika tkankowego
1 zmniejszenie ekspresji trombomoduliny, co prowadzi do zwigkszonej adhezji i agregacji
ptytek krwi (36). Ponadto doksorubicyna zaburza homeostaze wewnatrzkomorkowego Ca®",
niezbednego do prawidtowej kurczliwosci serca, co takze przyczynia si¢ do niewydolnos$ci tego
narzadu (37). Pomimo wielu badan dotyczacych mechanizmow toksyczno$ci doksorubicyny,
jak dotad nie opracowano skutecznego sposobu przeciwdziatania jej kardiotoksycznemu
dzialaniu, ktére jest wcigz dos$¢ czestym powiklaniem jej stosowania u pacjentow

onkologicznych.

Pomimo licznych dziatan ubocznych, chemioterapia, stosowana samodzielnie
lub w potaczeniu z radioterapig, stanowi podstawe leczenia choréb nowotworowych
od dziesiagtek lat. Ciagly rozw¢j badan podstawowych i medycyny translacyjnej skutkuje
natomiast wprowadzaniem do praktyki klinicznej coraz lepszych i skuteczniejszych terapii
przeciwnowotworowych. W ciggu ostatnich dekad nastgpit bezprecedensowy postep
w zrozumieniu biologii nowotworéw na poziomie molekularnym. Narzedzia, takie jak
sekwencjonowanie nowej generacji i sekwencjonowanie RNA, znacznie poprawity zdolnosé
wykrywania predykcyjnych i prognostycznych zmian molekularnych guza, co doprowadzito
do zmiany paradygmatu w leczeniu pacjentow z chorobami nowotworowymi w kierunku
spersonalizowanego leczenia, dobranego na podstawie indywidualnych profili genetycznych
pacjentow, w celu zwigkszenia skutecznosci i zmniejszenia skutkéw ubocznych (38). Terapia
celowana ukierunkowana jest na konkretne zmiany molekularne w  komorkach
nowotworowych, odpowiedzialne za ich niekontrolowany wzrost 1 przezycie.
W przeciwienstwie do tradycyjnej chemioterapii, ktéra wptywa na wszystkie szybko dzielgce
si¢ komorki, terapia celowana dziala poprzez blokowanie okreslonych biatek lub gendéw
w komorkach nowotworowych za pomoca przeciwciat monoklonalnych lub lekow
matoczasteczkowych. Do tej grupy nalezag m.in. inhibitory czynnika wzrostu $rdédblonka
naczyniowego (ang. VEGF inhibitors), hamujace wzrost guza przez zahamowanie tworzenia

w nim nowych naczyn krwiono$nych, inhibitory kinazy tyrozynowej, inhibitory proteasomow,
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a takze przeciwciala monoklonalne, skierowane przeciw antygenom nowotworowym
oraz inhibitory punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego (ang. immune checkpoint
inhibitors), pozwalajace wykorzysta¢ uklad odpornosci organizmu pacjenta do walki

z rozwijajaca si¢ choroba nowotworowa (39).

Okazuje si¢ jednak, ze podobnie jak w przypadku klasycznej chemioterapii, terapie
celowane, wbrew oczekiwaniom, takze powoduja u pacjentow powiklania
sercowo naczyniowe, u podtoza ktérych lezy dysfunkcja srodbtonka naczyniowego, a naleza
do nich nadci$nienie, zdarzenia zakrzepowo-zatorowe, arytmie, czy niewydolno$¢ serca

(Rycina 2) (39, 40).

Antracykliny

Doksorubicyna, Daunorubicyna

Inhibitory kinazy tyrozynowej ]
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\‘ e skurcz naczyn, zaburzenia
g A1l ; s 4 \
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Rycina 2. Toksyczne dzialanie roéznych lekéw przeciwnowotworowych na uklad

sercowo - naczyniowy. Rycina na podstawie Sayed i wsp. 2019, zmodyfikowano (39).
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1.4 INHIBITORY KINAZ BRAF I MEK JAKO PRZYKLAD TERAPII
CELOWANEJ O NEGATYWNYM DZIALANIU NA UKEAD KRAZENIA

Inhibitory kinaz BRAF i MEK s3 stosowane w leczeniu nowotwordw u pacjentow
posiadajacych specyficzng mutacje w genie BRAF. Bialko BRAF, posiadajace aktywnos¢
kinazy serynowo-treoninowej, jest sktadnikiem szlaku sygnatowego MAPK (ang. mitogen
activated protein kinase), czyli kinaz biatkowych aktywowanych tzw. mitogenami (czynnikami
wzrostu). Szlak MAPK sktada si¢ z kaskady RAS—-RAF-MEK-ERK, ktora odgrywa kluczowsa
role w regulacji wzrostu komorek, proliferacji 1 przezycia. Jednak w niektorych przypadkach
mutacje w genie BRAF, takie jak mutacje VO60OE lub V600K, prowadza do konstytutywne;j
aktywacji bialka BRAF, skutkujacej statym wzrostem aktywnos$ci catego szlaku MAPK,
co prowadzi do niekontrolowanej proliferacji komoérek i rozwoju choréb nowotworowych,

m.in. czerniaka 1 raka jelita grubego (41, 42).

Wprowadzenie terapii celowanej inhibitorami BRAF, do ktorych naleza dabrafenib,
encorafenib 1 vemurafenib, bylo przetomem w leczeniu nowotworéw u pacjentéw z mutacja
genu BRAF. Jednak pomimo ich niezwyktej skutecznos$ci, u wielu pacjentdw z czasem rozwija
si¢ oporno$¢ na lek, glownie poprzez reaktywacje szlaku MAPK za pomoca réznych
mechanizmoéw kompensacyjnych, takich jak aktywacja innych izoform RAF, zwickszenie
aktywacji receptorow TK lub amplifikacja 1 alternatywne sktadanie BRAF (43, 44). W celu
zminimalizowania opornosci na leczenie, wprowadzono inhibitory kinazy MEK, do ktérych
nalezg trametynib, binimetynib, kobimetynib 1 selumetynib, ukierunkowane na biatko MEK,
wystepujace w szlaku sygnatlowym MAPK. Terapia skojarzona inhibitorami BRAF i MEK
spowodowata poprawe odpowiedzi na leczenie, wydtuzenie czasu przezycia bez progresji

1 og6lnego przezycia pacjentdOw w porownaniu z monoterapia.

Dabrafenib to selektywny inhibitor, ktéry wiaze si¢ z miejscem wigzania ATP
zmutowanego bialka BRAF, hamujac jego aktywnos$¢ kinazowa 1 aktywacje kolejnych
czasteczek sygnatowych, czyli MEK (kinaza MAPK/ERK) 1 ERK (kinaza regulowana
sygnatem pozakomodrkowym). Trametynib jest ukierunkowany na MEK, kolejne biatko
w szlaku sygnatowym. Hamujac zarbwno BRAF, jak i MEK, terapia skojarzona zapewnia
bardziej kompleksowa blokade szlaku MAPK, co skutkuje poprawg aktywnosci
przeciwnowotworowej (45). Szlak sygnalowy MAPK oraz miejsca hamujgcego dziatania

dabrafenibu 1 trametynibu przedstawia Rycina 3.
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Rycina 3. Hamujace dzialanie dabrafenibu i trametynibu na kinazy w szlaku MAPK.

Rycine przygotowano z wykorzystaniem https://BioRender.com

Szlak kinaz MAPK, nieprawidlowo aktywowany w zmutowanych komorkach
nowotworowych, odgrywa role w wielu istotnych funkcjach komorkowych, w tym
we wzroscie, réznicowaniu i przezyciu komorek (46). Dabrafenib jest selektywny dla komorek
z mutacjg genu BRAF, ale nie mozna wykluczy¢ jego oddziatywania na prawidlowe komorki,
prowadzacego do potencjalnych skutkéw ubocznych. Podczas gdy trametynib hamuje kinazg
MEK i wptywa na szlak MAPK zaréwno w komoérkach nowotworowych, jak i normalnych,

jego wplyw na zdrowe tkanki ogranicza dawki, ktore mozna bezpiecznie stosowac (47).
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Terapia celowana inhibitorami BRAF i MEK znacznie poprawila kontrol¢ choroby
1 przezycie pacjentéw chorych na nowotwory takie jak czerniak, niedrobnokomoérkowy rak ptuc
1 rak jelita grubego. Niestety, wysoka skuteczno$¢ przeciwnowotworowa tych lekow
idzie w parze z niepozagdanymi powiklaniami sercowo-naczyniowymi, takimi jak nadcisnienie,
dysfunkcja lewej komory, czy zylna choroba zakrzepowo-zatorowa (46). Mechanizmy
molekularne lezace u podtoza obserwowanych u pacjentow powiklan nie sg w pelni poznane.
Ponadto nie jest jasne, inhibitor ktorej z kinaz, BRAF czy MEK, jest odpowiedzialny
za toksyczno$¢ sercowo-naczyniowg skojarzonego schematu leczenia. Dlatego do badan
nad negatywnym wplywem lekéw przeciwnowotworowych na czynno$¢ $rodblonka
naczyniowego, w ramach pracy doktorskiej, wybrano dabrafenib i trametynib,

jako reprezentatywne leki skojarzonej terapii inhibitorami BRAF i MEK.
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2 CEL PRACY

Pacjenci onkologiczni sg szczegdlnie narazeni na rozw0j dysfunkcji srodbtonka, z jedne;j
strony wywotanej toczagcym si¢ procesem nowotworowym, z drugiej strony bedacej skutkiem
zastosowanego leczenia przeciwnowotworowego. W celu zapobiegania powikltaniom sercowo-
naczyniowym u tych pacjentoéw oraz zwigkszenia skutecznosci i bezpieczenstwa stosowanych
terapii, konieczne jest lepsze zrozumienie mechanizmow lezacych u podioza dysfunkcji
srodbtonka rozwijajacej si¢ w toku choroby nowotworowej i leczenia onkologicznego.

To zagadnienie stato si¢ celem badan przeprowadzonych w ramach pracy doktorskie;.
W szczegblnosci, przedstawiona praca doktorska miata nastepujace cele:

1. Zbadanie zmian czynno$ci S$rodbtonka naczyniowego w toku progresji choroby
nowotworowej w mysim ortotopowym modelu raka gruczotu sutkowego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ich zwigzku czasowego z rozwojem przerzutdw oraz rozwojem lokalnego

stanu zapalnego w ptucach i stanu zapalnego o charakterze ogolnoustrojowym.

2. Zbadanie wptywu lekow przeciwnowotworowych z grupy inhibitoréw kinaz BRAF i MEK
wykorzystywanych w tzw. terapii celowanej na funkcj¢ $rodblonka naczyniowego
oraz wyjasnienie mechanizméw odpowiedzialnych za ich niekorzystne dziatanie

na czynno$¢ §rodbtonka.

3. Podjecie proby farmakologicznego odwrdcenia dysfunkcji $rddbtonka naczyniowego
wywotanej przez dabrafenib (inhibitor kinaz BRAF), w oparciu o zdobyta wiedz¢ dotyczaca

profilu jego dziatania na srodblonek.

Pierwsza czg$¢ rozprawy doktorskiej stanowig wyniki opublikowane w pracy:

E. Buczek, A. Denslow, L. Mateuszuk, B. Proniewski, T. Wojcik, B. Sitek, A. Fedorowicz,
A. Jasztal, E. Kus, A. Chmura-Skirlinska, R. Gurbiel, J. Wietrzyk, S. Chlopicki Alterations
in NO- and PGI>- dependent function in aorta in the orthotopic murine model of metastatic 4T1

breast cancer: Relationship with pulmonary endothelial dysfunction and systemic

inflammation. BMC Cancer (2018) 18:582 doi: 10.1186/s12885-018-4445-z

Druga czg$¢ pracy doktorskiej zawiera nieopublikowane wyniki, ktore stanowia gléwna

cze$¢ przygotowywanej obecnie publikacji.
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3 METODYKA

3.1 OCENA ZMIAN CZYNNOSCI SRODBLONKA W TOKU ROZWOIU
NOWOTWORU W MYSIM ORTOTOPOWYM MODELU RAKA GRUCZOLU
SUTKOWEGO

Sposrod roznych mysich modeli chorob nowotworowych, do badania lokalnej
1 systemowe] odpowiedzi $rddblonka wybrano ortotopowy model mysiego raka gruczotu
sutkowego. W modelu tym komodrki nowotworowe 4T1 sa wszczepiane do tkanki, z ktorej
zostaty pierwotnie wyizolowane — gruczotu sutkowego u zdrowych myszy z prawidlowo
funkcjonujagcym uktadem odporno$ciowym. Tworza one guzy pierwotne, ktore nastgpnie

stanowig zrodto komorek przerzutujacych gtéwnie do phuc.

3.1.1 Linia komérek nowotworowych 4T1

Komorki 4T1 zostaly po raz pierwszy wyizolowane z gruczolaka sutka,
ktory spontanicznie powstal u myszy szczepu BALB/c. Lini¢ komorek 4T1 wykorzystywang
w doswiadczeniach  zakupiono w  American Type Culture Collection (ATCC,
Stany Zjednoczone). Komoérki hodowano w medium RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, Polska)
z podtozem Opti-MEM® (Life Technologies, Stany Zjednoczone) (1:1 v/v) 1 5% ptodowe;j
surowicy bydlecej (HyClone, Thermo Scientific, Stany Zjednoczone). Do medium
hodowlanego dodatkowo dodano glukozg (4,5 g/1), glutaming (2 mM) i pirogronian sodu
(1,0 mM), ktore zostaty zakupione w Sigma-Aldrich. Ponadto, do medium hodowlanego
dodano antybiotyki (100 U/ml penicyliny 1 100 pg/ml streptomycyny; Polfa Tarchomin,
Polska). Hodowle komorek utrzymywano w temperaturze 37°C w wilgotnej atmosferze
z 5% COz> 1 regularnie testowano na obecno$¢ Mycoplasma przy uzyciu zestawu MycoAlert

Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Szwajcaria).

3.1.2 Myszy BALB/c

Samice myszy szczepu BALB/c zakupiono w Charles River Laboratories Polska - Anima
Lab (Poznan, Polska). Zwierz¢ta utrzymywano w indywidualnie wentylowanych klatkach
hodowlanych, w pomieszczeniu o kontrolowanych warunkach temperatury i wilgotnosci,
z 12- godzinnym cyklem dziefi/noc, w warunkach wolnych od patogenéw (SPF) i karmiono

standardowg laboratoryjng dieta z dostepem do wody ad libitum.

26



Zgodnie z wytycznymi Dyrektywy Parlamentu Europejskiego 2010/63/UE w sprawie
ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych, wszystkie procedury
doswiadczalne stosowane w badaniu zostaly zatwierdzone przez Pierwsza Lokalng Komisje
Etyczng ds. Doswiadczen na Zwierzgtach przy Uniwersytecie Jagiellonskim (Krakéw, Polska),

numer zezwolenia: 140/2013.

3.1.3 Mysi ortotopowy model raka gruczotu sutkowego 4T1

[los¢ wszczepianych myszom komoérek nowotworowych (10 tys./mysz) dobrano
na podstawie wczesniejszych doswiadczen tak, aby czas rozwoju nowotworu do stadium
zaawansowanego wynosit okoto 6 tygodni. Komorki 4T1 zawieszone w 0,05 ml buforu Hank’s
Balanced Salt Solution (Thermo Fisher Scientific, Stany Zjednoczone) wszczepiano
ortotopowo do prawego gruczotu sutkowego samic myszy BALB/c. Zwierz¢tom z grup
kontrolnych podawano do prawego gruczotu sutkowego 0,05 ml buforu Hank’s Balanced Salt
Solution. W punktach czasowych 2, 4, 5 i 6 tygodni od wykonania podania ortotopowego
zwierzeta z grup badanych 1 kontrolnych poddawano eutanazji poprzez dootrzewnowe (i.p.)
podanie mieszaniny ketaminy i ksylazyny (100 mg ketaminy i 10 mg ksylazyny/kg masy ciata).
Probki krwi pobierano z prawej komory serca za pomocg strzykawki zawierajacej $rodek
przeciwzakrzepowy (EDTA 1,6 mg/ml). Nastepnie izolowano i zabezpieczano aorty, pluca
1 guzy pierwotne do dalszych analiz. W celu uzyskania osocza oraz erytrocytow do dalszych

analiz, probki krwi wirowano przez 5 minut (1000 x g, 4°C).

3.1.4 Ocena wzrostu guza pierwotnego i liczby przerzutow w plucach myszy BALB/c

Guz pierwotny po wycigciu wypreparowano z otaczajacych tkanek 1 zwazono.
Wyizolowane ptuca przemyto sola fizjologiczng, zwazono i utrwalono 4% buforowanym
roztworem formaliny. Liczba przerzutow zostala oceniona makroskopowo, widoczne

na powierzchni ptuc miejsca przerzutow zostaty zliczone przy uzyciu lupy stereoskopowe;.

3.1.5 Analiza histologiczna i immunohistochemiczna pluc myszy BALB/¢

Po makroskopowej analizie liczby przerzutdw, pluca przygotowano metoda parafinowa
do analiz histologicznych i immunohistochemicznych. W szczeg6lnos$ci, bloczki parafinowe
pocieto na skrawki o grubosci 6 um na obrotowym mikrotomie Accu-Cut® SRM™ 200
(Sakura Finetek, Stany Zjednoczone) 1 barwiono hematoksyling 1 eozyng. Badanie

mikroskopowe 1 dokumentacja fotograficzna zostaly wykonane przy uzyciu mikroskopu
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Olympus BX53F wyposazonego w aparat cyfrowy. Zdjgcia wykonywano przy powigkszeniu
20x 1 200x.

Ekspresje wybranych biatek, ktorych zmiany mogg $wiadczy¢ o dysfunkcji komorek
srodbtonka ~w  naczyniach  krwiono$nych  phluc, oceniono metodg barwienia
immunohistochemicznego. Po deparafinizacji, skrawki poddano wstepnej obrobce zgodnie
z protokotem HIER opartym na cytrynianie, a nastepnie inkubowano w roztworze 5% surowicy
koziej (Jackson ImmunoResearch, Stany Zjednoczone) i 2% mleka, aby zminimalizowaé
niespecyficzne wigzanie przeciwcial. Zastosowano pierwotne przeciwciata szczurze
anty- mysie VCAM-1 (1:100, Abcam, Wielka Brytania) lub krolicze anty-mysie vWF (1:500,
Abcam), anast¢gpnie dopasowane gatunkowo przeciwciata drugorzgdowe sprzgzone
z barwnikiem fluorescencyjnym Cy3 (Jackson ImmunoResearch). Obrazy uzyskano
przy uzyciu odwroconego mikroskopu fluorescencyjnego AxioObserver D2 (Carl Zeiss,
Niemcy) 1 monochromatycznej kamery cyfrowej AxioCam HRm. Intensywnos$¢ fluorescencji
analizowano automatycznie za pomoca oprogramowania Columbus (Perkin Elmer,

Stany Zjednoczone).

3.1.6 Ocena zaleznej od NO czynnosci Srédblonka naczyniowego izolowanych krazkow

aorty myszy BALB/c

Czynno$¢ s$rodblonka naczyniowego oceniano przy uzyciu klasycznego miografu
naczyniowego 620M DMT (Danish Myo Technology, Dania). Wypreparowane aorty
oczyszczano w buforze Krebsa-Henseleita (KH) (pH = 7,4), a nastepnie ci¢to na krazki
o dlugosci 2mm, ktére zawieszano 1 poddawano stabilizacji w komorze miografu wypetionej
Sml buforu KH, napowietrzanym karbogenem (5% CO2 i 95% 0O3), w temperaturze 37°C.
Nastepnie krazki stopniowo naciggano do osiggniecia docelowego naciaggu 10mN. Po procesie
normalizacji, badano odpowiedzi skurczowe naczyn na chlorek potasu (KCl, 30 mM, 60 mM)
1 fenylefryny (Phe, 3 uM). Funkcja srodbtonka zalezna od NO zostata zmierzona w naczyniach
wstepnie skurczonych fenylefryng (Phe, 0,1-1 pM) na podstawie ich odpowiedzi rozkurczowe]
na acetylocholing (Ach; 0,01-10 puM). Rozkurcz naczyn krwiono$nych niezalezny
od $rodbtonka zostal wywotany przy uzyciu nitroprusydku sodu (SNP; 0,001-1 pM).
Aby upewni€ sig¢, ze cata odpowiedz wywolana przez Ach byla zalezna od NO, odpowiedz na
Ach zostata réwniez zmierzona w obecnos$ci L-NAME. Odpowiedzi zostaly zarejestrowane
przy uzyciu systemu zbierania danych 1 oprogramowania Power Lab (Lab Chart,

AD Instruments, Australia). Ach, Phe, SNP i L-NAME zakupiono od firmy Sigma (Polska).
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3.1.7 Ocena produkcji azotynow w izolowanych krazkach aorty myszy BALB/c

Podstawowa produkcje NO przez $rédbtonek naczyniowy aorty oceniono na podstawie
pomiardéw stezenia azotyndw (NOz-), ktore sg gldownym stabilnym produktem utleniania tlenku
azotu w roztworze. Krazki wyizolowanej aorty otwierano przez rozcigcie wzdtuz, umieszczano
w 96-dotkowej plytce srodbtonkiem skierowanym ku goérze i inkubowano przez 1 godzing
w 120 pl buforu KH w temperaturze 37°C przy uzyciu specjalnie zaprojektowanej zamknietej
komory BIO-V (Noxygen, Niemcy), ktora zostata wypelniona karbogenem (95% Oz, 5% CO»).
Nastepnie probki buforu umieszczano na lodzie i wykorzystywano do pomiaru azotynow przy
uzyciu analizatora tlenku azotu Sievers* NOA 280i, zgodnie z instrukcja producenta.
USredniony sygnat pusty (bez krazkoéw aorty) dla danego doswiadczenia zostat odjety jako
sygnat tla, aby uwzgledni¢ zanieczyszczenie buforu i/lub atmosfery laboratoryjnej azotynem.
Po zakonczeniu doswiadczenia krazki aorty wysuszono i zwazono. Stezenie azotynu wyrazono

jako ng/ml/mg suchej masy krazkow aorty.

3.1.8 Ocena produkcji prostacykliny w krazkach aorty myszy BALB/c

Produkcja prostacykliny (PGI2) przez krazki aorty mysiej zostata zbadana na podstawie
stezenia 6-keto PGFla, bedacego stabilnym metabolitem PGIl,, w buforze po inkubacji
krazkow aorty. Krazki aorty inkubowano w temperaturze 37°C na termobloku (Liebisch
Labortechnik, Niemcy) w 1 ml buforu KH , bez lub w obecnosci selektywnego inhibitora
COX- 2 DuP-697 (1 uM, Tocris Bioscience, Wielka Brytania) lub nieselektywnego inhibitora
COX-1/COX-2 indometacyny (5 uM, Sigma Aldrich, Polska). Poniewaz DuP-697
1 indometacyna byty rozpuszczone w DMSO, rowniez krazki kontrolne inkubowano z DMSO
(1 pl/ml). Po wstepnej inkubacji, krazki aorty umieszczono w §wiezym buforze 1 inkubowano
bez lub w obecnosci inhibitorow przez 30 min. Probki buforu pobrano po uptywie 3 1 30 minut
inkubacji. Stezenie 6-keto-PGFla mierzono przy uzyciu zestawu ELISA (Enzo,
Stany Zjednoczone). Produkcja PG> zostala obliczona jako rdznica migdzy koncowym
a poczatkowym stezeniem 6-keto PGFloa 1 wyrazona jako pg/ml/mg suchej masy

krazkoéw aorty.
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3.1.9 Ocena ekspresji czynnika von Willebranda w Srodblonku aorty myszy BALB/c

Krazki aorty zamrozono w zwigzku OCT (Thermo Scientific, Stany Zjednoczone)
w temperaturze -80 °C. Bloczki poci¢to przy uzyciu automatycznego kriostatu Leica CM1950
(Leica Biosystems, Niemcy) na skrawki o grubosci 10um i umieszczono na pokrytych
poli- L- lizyng (Sigma-Aldrich) szkietkach mikroskopowych (Super Frost, Mentzel Gliser,
Niemcy), po czym utrwalono acetonem (10 min). Nastgpnie przeprowadzono wstgpng
inkubacj¢ skrawkéw na szkietkach mikroskopowych z roztworem 2,5% surowicy konskiej
(VectorLabs, Stany Zjednoczone) i 2% mleka, aby zminimalizowa¢ niespecyficzne wigzanie
przeciwcial. Analiz¢ immunohistochemiczng ekspresji czynnika von Willebranda
w $rddbtonku wykonano z uzyciem przeciwcial pierwszorzedowych: poliklonalne krolicze
przeciwciala anty-mysie VvWF (1:500, Abcam), oraz dopasowanych przeciwcial
drugorzedowych: biotynylowane konskie przeciwciata anty-krdlicze (Vector Labs,
Stany Zjednoczone) 1 znacznika fluorescencyjnego Cy3-sprz¢zonego ze streptawidyna
(Jackson Immuno Research, Stany Zjednoczone). Obrazy uzyskano za pomoca odwroconego
mikroskopu fluorescencyjnego AxioObserver D2 (Carl Zeiss, Niemcy) potaczonego
z monochromatyczng kamera cyfrowa AxioCam HRm. Intensywnos$¢ fluorescencji
analizowano automatycznie za pomoca oprogramowania Columbus (Perkin Elmer,

Stany Zjednoczone).

3.1.10 Ocena produkcji NO w izolowanym perfundowanym plucu myszy BALB/c

Doswiadczenia na izolowanym plucu mysim przeprowadzono z uzyciem aparatury
do perfuzji izolowanego ptuca (Isolated Lung Perfusion Systems, Hugo Sachs Elektronik, HSE,
Niemcy), we wspolpracy z dr A. Fedorowiczem (JCET, UJ), zgodnie z wczesniej opisang
metodologig (47). Ptuca izolowano od znieczulonych (pentobarbiton, 140 mg/kg, i.p.) zwierzat
1 perfundowano je przy stalym, nierecyrkulujacym przeptywie okoto 1,5 ml/min DMEM
o niskim stezeniu glukozy, z 4% albuminy 1 0,3% HEPES, montowano w sztucznej klatce
piersiowe] z ptaszczem wodnym (HSE) 1 wentylowano ci$nieniem ujemnym z czestoscig
90 oddechéw/min. Ci$nienie koncowo-wydechowe w komorze ustawiono na -3 cm H>O,
a cisnienie wdechowe regulowano w zakresie od -6 do -10 cm H>O, aby uzyska¢ poczatkowa
objetos¢ oddechowa (TV) okoto 0,2 ml. Co 5 minut podczas doswiadczenia automatycznie
inicjowano gleboki oddech o cisnieniu koncowo-wdechowym -21 cm H:O, aby uniknaé
zapadnigcia pluca. Pluca po zawieszeniu pozostawiono do stabilizacji przez 15 minut

pod perfuzja, po czym pobierano probki ptynu po perfuzji do analiz. St¢zenia azotynow
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w plynie po perfuzji z izolowanych ptuc mierzono za pomoca analizatora ENO-20 NOx

(EiCom, Kioto, Japonia).

3.1.11 Analiza morfologii krwi i st¢zenia cytokin w osoczu myszy BALB/¢c

Morfologie¢ krwi wykonano za pomocg licznika krwi abc Vet (Horiba, Japonia).
Aby uzyska¢ osocze oraz erytrocyty do dalszych analiz, probki krwi wirowano przez 5 minut
(1000 x g, 4°C). Stgzenie biatek ostrej fazy w osoczu mierzono za pomocg immuno-analizy
Multiplex (Merck Millipore, Niemcy). Stezenia SAA i IL-6 w osoczu mierzono za pomocg
zestawow ELISA (odpowiednio Invitrogen, Stany Zjednoczone 1 R&D Systems,

Stany Zjednoczone).

3.1.12 Ocena st¢zenia azotynow i azotanow w osoczu myszy BALB/c

Biodostepnos$¢ NO na poziomie systemowym oceniono posrednio na podstawie pomiaru
stezenia NO2- 1 NO3- w osoczu. Probke osocza o objetosci 50 pl zmieszano z 100 pl zimnego
etanolu i trzymano na lodzie w celu wytracenia biatka (30 min), odwirowano (14000 x g, 5 min.,
4°C), a powstaly supernatant wykorzystano natychmiast po przygotowaniu probki do pomiaru
stezenia azotynow 1 azotandow za pomocg analizy reduktywnej chemiluminescencji z uzyciem

analizatora tlenku azotu Sievers* NOA 2&0i.

3.1.13 Ocena st¢zenia nitrozylhemoglobiny (NOHb) w erytrocytach myszy BALB/c

Wyizolowane z krwi erytrocyty umieszczono w strzykawkach insulinowych i zamrozono
w ciektym azocie. W celu pomiaréw zawartosci nitrozylhemoglobiny (NOHb) zastosowano
metode spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR). Oceng ilosciowa
poziomu NOHb wykonano poprzez pomiar widm EPR zamrozonych erytrocytow w oparciu
o opisang wczesniej procedure (48) z wykorzystaniem spektrometru EMXplus (Bruker,
Niemcy) wyposazonego w mostek mikrofalowy PremiumX oraz wnegke rezonansowa wysokiej
czutosci ER 4119HS, w temperaturze cieklego azotu. Poziomy NOHb zostaly wyrazone
jako amplituda linii widma EPR w obszarze g = 2, w jednostkach umownych i znormalizowane

do masy probki.
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3.2 OCENA ZMIAN CZYNNOSCI SRODBLONKA NACZYNIOWEGO
POD WPLYWEM WYBRANYCH LEKOW PRZECIWNOWOTWOROWYCH

3.2.1 Myszy C57BL/6J

Do oceny efektow dziatania lekéw przeciwnowotworowych in vivo i1 ex vivo
wykorzystano samce myszy szczepu C57BL/6J. Myszy C57BL/6J zakupiono w Instytucie
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie. Zwierzeta trzymano w indywidualnie wentylowanych klatkach hodowlanych,
z nieograniczonym dostepem do pozywienia i wody, w pomieszczeniu o kontrolowanych
warunkach temperatury 1 wilgotno$ci, z 12-godzinnym cyklem dzien/noc. Badania
na zwierzgtach przeprowadzono po uzyskaniu zgody II Lokalnej Komisji Etycznej
ds. Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie przy Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja

Polskiej Akademii Nauk (Krakéw, Polska), zezwolenie nr 187/2022.

Wszystkie zwierzgta wykorzystane w doswiadczeniach poddano eutanazji podajac
dootrzewnowo ketamine (100 mg/kg m.c.) 1 ksylazynge (10 mg/kg m.c.). Od zwierzat
przeznaczonych do badan wptywu lekow in vivo, pobierano probki krwi z prawej komory serca,
stosujac 3,8% cytrynian sodu jako $rodek przeciwzakrzepowy. Po odwirowaniu krwi (1000 x g,
12 min, 4 °C) pobrano probki osocza 1 przechowywano je w temperaturze -80°C, w celu dalsze;j
analizy. Aorty wyizolowano, oczyszczono i zamrozono w roztworze RNAlater™ Stabilization

Solution (Invitrogen) do analizy qRT-PCR.

3.2.2 Badanie dzialania dabrafenibu i trametynibu na czynno$¢ Srodblonka

naczyniowego in vivo

W celu oceny dzialania dabrafenibu (MedChem, Polska) oraz trametynibu (MedChem)

na $rodbtonek naczyniowy in vivo przeprowadzono dwie serie doswiadczen.

W pierwszym etapie wplyw dzialania w/w lekéw na czynnos$¢ srodbtonka naczyniowego
badano po uptywie 6, 12 oraz 24 godzin od jednorazowego, dootrzewnowego podania ich
myszom w dawce 50 mg/kg m.c. (dabrafenib) i w dawce 5 mg/kg m.c. (tramentinib). Poniewaz
rozpuszczalno$¢ dabrafenibu i trametynibu w wodzie jest ograniczona, roztwory zwigzkow
podawanych dootrzewnowo przygotowano w mieszaninie DMSO, PEG i PBS (30:30:40; v/v).
Aby wyeliminowa¢ wplyw rozpuszczalnika na badane parametry, myszom kontrolnym

rowniez wstrzykiwano mieszaning DMSO, PEG 1 PBS.
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W drugim etapie wplyw dziatania lekéw na $rédblonek naczyniowy badano po 7 dniach
podawania w/w lekow w paszy. Myszy C57BL/6J zywiono przez 7 dni kontrolng dietg AIN
93G (Zoolab, Polska), dieta AIN 93G wzbogacong w dabrafenib w dawce 50 mg/kg m. c. lub
dieta AIN 93G zawierajacg trametynib w dawce 5 mg/kg m.c. (Zoolab). Zawartos¢ lekow w

paszy dobrano na podstawie $redniego dziennego spozycia paszy przez zwierzeta.

3.2.3 Ocena czynnosci rozkurczowej aorty myszy C57BL/6J in vivo z wykorzystaniem

MRI

W kazdej grupie myszy oceniano zalezng i niezalezng od $rédbtonka odpowiedz
rozkurczowg aorty technika obrazowania magnetyczno-rezonansowego (MRI; magnetic
resonance imaging) w aorcie piersiowej oraz brzusznej (n=6 myszy/grup¢), zgodnie z protokot
zostat opublikowanym wcze$niej protokotem, opracowanym przez dr A. Bar 1 wsp. z zespolu
JCET (49). Obrazowanie MRI wykonano w Zakladzie Tomografii Magnetyczno-
Rezonansowej Instytutu Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego Polskiej Akademii
Nauk w Krakowie, za pomocg skanera 9,4T (BioSpec 94/20 USR; Bruker BioSpin GmbH;
Ettlingen, Niemcy) u myszy w anestezji ogdlnej z uzyciem izofluranu (Baxter, Polska).
W trakcie badania monitorowano parametry zyciowe zwierzat takie jak rytm serca, oddech oraz
temperatura ciata. Zalezng od $rodbtonka odpowiedZz rozkurczowa aorty oceniono
w odpowiedzi na Ach, podawang dootrzewnowo w dawce 16,6 mg/kg m.c. Niezalezny
od srodbtonka rozkurcz naczyn oceniano w odpowiedzi na SNP, podawany dozylnie

w dawce 1 mg/kg m.c.

3.2.4 Ocena parametrow morfologii krwi oraz SAA w osoczu mszy C57BL/6J

Morfologi¢ krwi wykonano za pomocg licznika krwi abc Vet (Horiba, Japonia).
Po odwirowaniu krwi (1000 x g, 12 min, 4°C) pobrano probki osocza 1 przechowywano je

w temperaturze -80°C, w celu dalszej analizy.

Pomiary stg¢zenia SAA w probkach osocza wykonano za pomocg zestawu Mouse SAA

ELISA Kit (Abcam, Wielka Brytania).
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3.2.5 Badanie dzialania dabrafenibu i trametynibu ex vivo w modelu izolowanej aorty

myszy C57BL/6J

Piersiowe odcinki aorty uzyskane od zdrowych myszy wyizolowano, oczyszczono
w zimnym roztworze KH 1 inkubowano z badanymi lekami Ilub ich kombinacja
przez 6 lub 24 godziny w pozywce hodowlanej Minimum Essential Medium (MEM, Gibco,
Wielka Brytania) zawierajacej 0,5% roztwor FBS 1 antybiotyki, w inkubatorze w temperaturze
37°C, 5% COz, 21% O». Poniewaz dabrafenib i trametynib rozpuszczane byty w DMSO, aorty
kontrolne inkubowane byty z dodatkiem odpowiedniej ilosci DMSO do pozywki hodowlane;.
Nastepnie aorty poddano dalszym analizom wyszczeg6lnionym ponizej. (1) Do doswiadczen
z uzyciem miografu wykorzystano krazki aorty o dlugosci 2mm. (2) Do pomiardéw produkcji
tlenku azotu metoda EPR wykorzystano aorty rozcigte wzdtuz w celu lepszego dostepu putapki
spinowej do $rodbtonka. (3) Aorty przeznaczone do analizy qRT-PCR zamrozono w roztworze

RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen).

3.2.6 Ocena ekspresji wybranych genéw na poziomie mRNA w aorcie myszy C57BL/6J

Zmiany ekspresji genoOw zwiazanych z funkcja srodbtonka naczyniowego okreslono przy
uzyciu ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z odwrotng
transkrypcja (QRT-PCR), we wspolpracy z dr A. Gdula z JCET. W modelu in vivo, w aortach
1zolowanych od myszy karmionych pasza z lekami przez 7 dni zbadano zmiany ekspresji genow
kodujacych biatka polaczen miedzykomoédrkowych (klaudyna-5 1 VE-kadheryna) oraz genu
kodujacego srodbtonkowa syntaze NO (eNOS). W modelu ex vivo w izolowanych aortach
inkubowanych z lekami zbadano ekspresje gendéw kodujacych eNOS, cyklooksygenaze-1
(COX-1) 1 cyklooksygenaze-2 (COX-2).

W celu wykonania analizy w pierwszym etapie calkowite RNA wyizolowano z aort
przy uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Niemcy) postepujac zgodnie
z protokolem producenta. Nastgpnie dla kazdej proby wykonano pomiar st¢zenia RNA
zapomocag spektrofotometru  UV/Vis  NanoDrop™ Lite (Thermo Scientific™,
Stany Zjednoczone). Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzono w termocyklerze CFX
Opus Real-Time PCR Systems (BioRad, Stany Zjednoczone) korzystajac z odczynnikow
iScript™ cDNA Synthesis Kit (BioRad) w mieszaninie reakcyjnej o objetosci koncowej 20 pl,
podczas 20 minutowego programu inkubacji w temperaturze 46°C, z jednominutowym etapem

inaktywacji enzymu w 96°C. Lancuchowe reakcje polimerazy w czasie rzeczywistym
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prowadzono z uzyciem dedykowanego zestawu odczynnikow: SsoAdvanced Universal SYBR
Green Supermix (Sigma Aldrich). Wykorzystano pary starteréw specyficznych dla genow
kodujacych:  klaudyng-5, VE- kadheryng, COX-1, COX-2, eNOS. Poszczegdlne
oligonukleotydy =zostaly zsyntetyzowane w firmie Genomed (Warszawa, Polska),
a ich sekwencje przedstawiono w Tabeli 1. Reakcje prowadzono w objetosciach 10 pl, zgodnie
z profilem temperaturowym ustalonym dla kazdej pary starteréw podczas etapu optymalizacji*
(Tabela 2). Przyrost produktu w czasie rzeczywistym rejestrowano jako wzrost sygnatu
fluorescencji emitowanej przez SYBR Green. Uzyskane warto$ci znormalizowano do genu
referencyjnego B-aktyny, wzgledne poziomy ekspresji (RQ, ang. Relative Quantitation)

badanych genéw wyznaczono metoda AACt, opracowang przez Livak’a i Schmittgen’a (50).

Gen Kierunek Sekwencja (5°->3’)
p-Aktyna Forward GGCTGTATTCCCCTCCATCG
Reverse CCAGTTGGTAACAATGCCATGT
Klaudyna-5 Forward CTGGACCACAACATCGTGAC
Reverse AGTGCTACCCGTGCCTTAAC
VE-Kadheryna Forward GCCCACCATCGCCAAAAGAG
Reverse GGCGGTTCACGTTGGACTTG
COX-1 Forward TTCCGTGTGCCAGATTACCC
Reverse AATGCCAAGCCACGAAAACC
COX-2 Forward CCACTTCAAGGGAGTCTGGA
Reverse AGTCATCTGCTACGGGAGGA
eNOS Forward AGTCCTCACCGCCTTTTCCA
Reverse GACATCGCCGCAGACAAACA

Tabela 1. Sekwencje starter6w stosowanych w reakcjach real-time PCR.
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Lp Etap Temperatura [°C] Czas

1 Denaturacja wstgpna 95 240 sec
2 Denaturacja 95 10 sec
3 Przylaczanie starterow ~ 58-62* x 40 15 sec
4 Wydhuzanie 72 10 sec
95 15 sec
5 ;Anal.iza. krzywej 60 60 sec
opnienia
95 1 sec

Tabela 2. Parametry reakeji polimerazy DNA w czasie rzeczywistym.

3.2.7 Ocena funkcji Srodblonka zaleznej od NO w izolowanych krazkach aorty myszy

CS57BL/6J

Uposledzenie zaleznej od $rddbtonka naczyniowego odpowiedzi rozkurczowej naczynia
ex vivo oceniano w wykorzystaniem klasycznego miografu. Bezposrednio po zakonczeniu
6- lub 24-godzinnej inkubacji krazki aorty byly przenoszone do komér miografu i zawieszane
w nagrzanym do 37°C buforze KH. Pomiar zaleznej od §rodbtonka naczyniowego odpowiedzi
rozkurczowej naczynia ex vivo z wykorzystaniem klasycznego miografu przeprowadzano
W sposob opisany powyzej w punkcie 1.6. Czynno$¢ Srodblonka naczyniowego zalezna
od NO byta zmierzona na podstawie odpowiedzi rozkurczowych na Ach w stezeniach
0,001-10 pM, a odpowiedzi niezalezne od S$rédblonka przy uzyciu SNP w zakresie
stezen 0,001-10 puM.

3.2.8 Ocena produkcji tlenku azotu w izolowanej aorcie myszy C57BL/6J

Do pomiaru produkcji NO w aorcie myszy C57BL/6J wykorzystano metode
spektroskopii elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR). W aortach piersiowych
po 24 godzinach inkubacji z badanymi lekami przeprowadzono putapkowanie spinowe NO
z przepuszczalnym dla komorek czynnikiem wychwytujagcym — dietyloditiokarbaminianem

(DETC). Pomiary wykonano we wspotpracy z dr J. Pyka w oparciu o opisang wczedniej

36



procedure (51) i protokot opracowany w zespole JCET (52). W szczegdlno$ci, aorty
inkubowano wstepnie przez pdt godziny w odtlenowanym poprzez przepuszczanie argonu
buforze KH z 1 uM L-NIL, w inkubatorze w temperaturze 37°C, 5% CO2, 21% O>. Nastepnie
przeprowadzono 90-minutowa inkubacj¢ z 200 uM roztworem koloidalnej putapki spinowe;j
Fe?’(DETC)2 i 1 pM roztworem jonoforu A23187 (Cayman Chemical, Stany Zjednoczone).
Bezposrednio po inkubacji aorty zamrazano w $rodku kolumny 600 pL buforu KH w 1 ml
strzykawkach poprzez zanurzenie w ciektym azocie. Probki przechowywano w temperaturze
-80°C. Pomiary zamrozonych kompleksow NO-Fe**(DETC), metoda fali ciaglej
elektronowego rezonansu paramagnetycznego (CW EPR) przeprowadzono z wykorzystaniem
spektrometru EMXplus (Bruker, Niemcy) wyposazonego w mostek mikrofalowy PremiumX
oraz wngke rezonansowa wysokiej czutosci ER 4119HS, w temperaturze cieklego azotu.
Dodatkowo wykonywano pomiary kolumny buforu bez aorty w celu rejestracji widma linii
bazowej. Po pomiarach rozmrozone i odsaczone aorty zwazono. Catkowita amplituda
NO- Fe*"(DETC), po korekcie linii bazowej zostala wykorzystana do ilo§ciowego
okreslenia sygnatow. Wyniki znormalizowano do masy aorty i wyrazono w jednostkach

umownych j.u./mg tkanki.

Widma CW EPR rejestrowano przy mocy mikrofalowej rownej 10 mW. Uzyskane widma
konwertowano do postaci ASCII wykorzystujac pakiet DNPLab (http://dnplab.net/),
a nastepnie usuwano cyfrowo niespecyficzny sygnal, odejmowano usredniong lini¢ bazowa

1 zaczytywano amplitude sygnatu widma wykorzystujac odpowiednie skrypty w jezyku Python.

3.2.9 Ocena aktywnos$ci eNOS w izolowanej aorcie myszy CS7BL/6J

W  komorkach $rédblonka naczyniowego eNOS jest enzymem uczestniczacym
w metabolizmie L-argininy do tlenku azotu, a produktem ubocznym tej reakcji jest L-Cytrulina.
Natomiast, w alternatywnym szlaku metabolizmu L-argininy, z udziatem enzymu arginazy,
powstaje L-Ornityna oraz mocznik. Dlatego tez, aktywno$¢ syntazy tlenku azotu
w izolowanych aortach inkubowanych w obecno$ci dabrafenibu oraz trametynibu zostata
oceniona posrednio w oparciu o $ledzenie $ciezki metabolizmu znakowanej izotopowo
13C6,'°N4 L-argininy (Arginina+10) do znakowanych '*Ce,'’N3 L-Cytruliny (Cytrulina+9)
oraz 3Cs, N, L-Ornityny (Ornityna+7) z zastosowaniem analizy metabolomicznej

(ang. tracer- based metabolomics) postepujac zgodnie z wczes$niej opisang metodologia (53).
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W skrocie, izolowang i oczyszczong aorte¢ piersiowg inkubowano przez 24 godziny
z dabrafenibem (1, 3 i 10 uM) oraz trametynibem (10 pM) w medium hodowlanym RPMI
SILAC zawierajacym 1% roztwér FBS oraz 150 uM roztwér '*Ce,'’Ns L-argininy-HCI
(arginina+10) (Sigma-Aldrich), przy czym 90 minut przed zakonczeniem inkubacji dodano
jonofor wapnia A23187 (1 puM; Cayman Chemical) celem aktywacji eNOS. Do analizy
metabolomicznej przeznaczono medium po inkubacji w objetosci 500 pl, ktore wysuszono
z zastosowaniem wiréwki prozniowej, a nastgpnie suchg pozostatos¢ rozpuszczono w 100 pl
wody MilliQ. Probki analizowano z zastosowaniem metody opartej na platformie profilowania
amin wykorzystujacej strategi¢ derywatyzacji AccQ-TagAQC zaadaptowana z protokotu
producenta (Waters, Holandia) (54). Analiz¢ metabolomiczng znakowanych aminokwasow
(arginina+10, cytrulina+9 oraz ornityna+7) w probkach wykonano z zastosowaniem techniki
ultrasprawnej chromatografii cieczowej w potaczeniu ze spektrometrig mas (LC-MS). System
LC-MS sktadat si¢ z ACQUITY UPLC I-Class (Waters Chromatography Europe BV,
Holandia) wyposazonego w kolumng¢ chromatograficzng AccQ-Tag Ultra C18 (1,7 um, 100 x
2,1 mm, Waters, Irlandia) sprzezonego ze spektrometrem mas typu potrdjny kwadrupol
QTRAP® 6500 (Sciex, Kanada). Uzyskane wyniki przedstawiono jako powierzchnia piku

znormalizowana na mg masy inkubowanej aorty.

3.2.10 Ocena poziomu wybranych bialek w homogenatach aorty myszy C57BL/6J

Do oceny poziomu wybranych biatek w homogenatch aorty wykorzystano technike
Western Blot. Aort¢ piersiowa po 24 godzinach inkubacji z badanymi lekami poddano
homogenizacji w buforze T-PER (Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific,
Stany Zjednoczone) w obecnos$ci inhibitorow proteaz 1 fosfataz (Thermo Fisher Scientific),
przy uzyciu homogenizatora tkankowego Precellys Evolution (Bertin, Francja). Stezenie biatka
zmierzono przy uzyciu kitu BCA (ang. bicinchoninic acid) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit,
Thermo Fisher Scientific). Nastepnie do probek dodano buforu obciazajacego (Bio-Rad, Stany
Zjednoczone) oraz 2-merkaptoetanolu (Bio-Rad) i probki podgrzewano w temperaturze 95 °C
przez 5 min, a po ich ochtodzeniu przechowywano je w temperaturze -80 °C. Probki
homogenatéw aorty z buforem obcigzajacym (10 pg biatka) rozdzielono elektoforetycznie
na zelu poliakrylamidowym (12 %), a nast¢pnie przeprowadzono transfer biatek na membrany
wykonane z polifluorku winylidenu (PVDF). Kazdorazowo, jako kontrole réwnomiernego
natozenia biatka wykorzystano densytometryczny pomiar sygnatu generowanego przez biatka

na blonie PVDF po zakonczeniu transferu dla poszczegdlnych prébek (ang. total protein
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loading control) (55), mierzony przy uzyciu ChemiDoc Imager (Bio-Rad). Nastepnie btong
PVDF poddano blokowaniu w buforze 5% mleka przez noc, po czym przeprowadzono
inkubacje w temperaturze 4°C z odpowiednimi przeciwcialami pierwszorzedowymi: P44/42
MAPK (Erk1/2) (1:1000, Cell Signaling Technology, Stany Zjednoczone), Phospho-p44/42
MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (1:1000, Cell Signaling Technology), Akt (1:1000, Cell
Signaling Technology), Phospho Akt (Thr308) (1:1000, Cell Signaling Technology), eNOS
(1:10000, BD Biosciences), p(Ser1177)eNOS (1:1000, Biorbyt), p(Thr195)eNOS (1:1000,
Fisher Scientific). W kolejnym etapie btony inkubowano z przeciwciatami drugorzedowymi
sprzezonymi z HRP (1:5000, Santa Cruz Biotechnology) w temperaturze pokojowej. Detekcja
sygnatu chemiluminescencyjnego zostata wykonana przy uzyciu ChemiDoc Imager (Bio-Rad),

a pomiar intensywnosci sygnatu zostal wykonany przy uzyciu oprogramowania Imagel.

3.2.11 Ocena zmian aktywnos$ci kinaz serynowo-treoninowych w homogenatach aort

myszy C57BL/6J pod wplywem dzialania badanych lekow

W celu poznania molekularnych mechanizméw dzialania badanych lekéw, aorty
piersiowe po 24h inkubacji z dabrafenibem, trametynibem oraz kombinacja obu tych lekow
zamrozono w ciekltym azocie. Nastgpnie aorty poddano homogenizacji, a w uzyskanych
homogenatach wykonane zostato profilowanie aktywno$ci kinaz przez firmi¢ PamGene
International B.V. (’s-Hertogenbosch, Holandia) z wykorzystaniem nowoczesnej platformy
PamStation® z opatentowang technologia mikromacierzy peptydowych 3D (PamChip®) (56).
W szczegolnosci homogenaty aort byly nanoszone na powierzchnie mikromacierzy pokryte
peptydami o znanych sekwencjach aminokwaséw bedacych miejscami forsforylacji dla kinaz
serynowo treoninowych (panel STK). Aktywne kinazy obecne w badanych probkach
fosforylowaly specyficzne dla siebie peptydy na PamChip® w obecnosci ATP. Fosforylowane
formy substratow okreslonych kinaz zostaly uwidocznione przy uzyciu przeciwcial
specyficznych w stosunku do okreslonych peptydow, sprzezonych z FITC. Na podstawie
uzyskanego na macierzy obrazu fosforylacji z uzyciem narzedzi bioinformatycznych mozna
wnioskowa¢, ktore kinazy byty aktywne w badanych probkach. Analiza obrazu, kontrola
jakosci, analiza statystyczna oraz wizualizacja 1 interpretacja wynikéw zostaty wykonane przy
uzyciu oprogramowania BioNavigator® (PamGene, Holandia) oraz algorytmu UKA
(ang. upstream kinase analysis), ktory przewiduje réznice aktywnosci danej kinazy
w warunkach badanych w poréwnaniu z kontrola. Algorytm UKA wykorzystuje ogodlnie

dostepne bazy danych dotyczacych relacji kinaza-substrat.
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Algorytm UKA generuje nastgpujace wyniki:

« Statystyka kinazy (ang. kinase statistics): reprezentuje kierunek efektu: wynik < 0 oznacza
hamowanie, wynik > 0 oznacza aktywacj¢ danej kinazy w grupie badanej
w porownaniu kontrolg. Statystyka kinazy jest mediang statystyki zestawu peptydow, ktore
kinaza moze fosforylowac. Statystyka zestawu peptydow jest stosunkiem sygnalu do szumu
peptydow miedzy grupg badang i kontrolg. Zatem statystyka kinazy reprezentuje logarytmiczna
zmiang krotnosci skalowang przez szum.

* Wskaznik istotnosci (ang. significance score): istotno$¢ statystyczna dla danej kinazy
jest oparta na tescie permutacji, w ktorym probki sg permutowane. Statystyka kinazy
jest przeliczana dla kazdej permutacji. Wynik istotno$ci jest oparty na rdéznicy migdzy
statystyka kinazy rzeczywistej probki a permutowanymi probkami. Wysoki wskaznik istotno$ci
oznacza wysokie prawdopodobienstwo roznicy w aktywno$ci danej kinaza miedzy badang
grupg a kontrola.

* Wskaznik swoistoSci (ang. specificity score): swoistos¢ statystyki kinazy jest oparta na tescie
permutacji, w ktorym peptydy sa permutowane. Statystyka kinazy jest przeliczana dla kazdej
permutacji. Wskaznik swoisto$ci jest oparty na réznicy migdzy statystyka kinazy rzeczywistej
probki a wynikami probek permutowanych. Wysoki wskaznik swoisto$ci oznacza wysokie
prawdopodobienstwo, ze obserwowany efekt nie mogl zosta¢ uzyskany przez losowy zestaw
peptydow.

* Wskaznik kinazy (mediana koncowego wyniku) (ang. kinase score (median final score)):
koncowy wskaznik zmian aktywnos$ci kinazy w badanej grupie w poréwnaniu do kontroli,
bierze pod uwage wskaznik istotno$ci 1 wskaznik swoisto$ci. Za istotne sg uznawane tylko
zmiany aktywnos$ci kinaz powyzej domyslnego progu wskaznika kinazy > 1,3. Kinazy

sg uporzagdkowane wedlug tego wskaznika.

3.2.12 Analiza metabolizmu energetycznego krazkow aorty myszy C57BL/6J

W celu zmierzenia wplywu badanych lekow na metabolizm energetyczny kragzkow aorty
wykorzystano technologi¢ Seahorse Extracellular Flux, w oparciu o ktorg zostat skonstruowany
Analizator Seahorse XFe96 (Agilent, Stany Zjednoczone). Analizator ten pozwala
na automatyczny, rownoczesny pomiar dwoch gléwnych szlakow metabolicznych
odpowiedzialnych za produkcje ATP w komorkach: glikolizy 1 oddychania mitochondrialnego.
Krazki aorty inkubowane 24 godziny z badanymi lekami analizowano zgodnie z opracowanym

wczesniej przez zespot JCET protokotem (57) we wspotpracy z dr P. Kaczarg i mgr A. Kara$
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z JCET. Po krotce, krazki rozcigto na mniejsze pierscienie okoto Imm dilugosci, nastgpnie
poddano wstepnej inkubacji w wolnym od wodorowgglanéw, buforowanym medium testowym
zawierajacym 5,5 mM roztwoér glukozy 1 2 mM roztwér glutaminy (1 godzina, 37°C)
w atmosferze bez CO,. W kolejnych punktach czasowych wykonano pomiary szybkosci
zuzycia tlenu (OCR) odzwierciedlajagcego oddychanie mitochondrialne i szybkoSci
zewnatrzkomorkowego zakwaszania (ECAR) odzwierciedlajacego glikolize. Przeprowadzono
takze test stresu mitochondrialnego (ang. mito stress test) poprzez kolejne wstrzyknigcia
modulatoréw metabolizmu: oligomycyny (10 pg/ml; Sigma-Aldrich, Stany Zjednoczone),
FCCP (karbonylocyjanek 4-[trifluorometoksy]fenylohydrazon; 1 uM; Sigma-Aldrich)
z pirogronianem sodu (1 mM) oraz rotenonu (5 uM; Sigma-Aldrich) z antymycyng A (5 pM;
Sigma-Aldrich). Mito Stress Test umozliwit okreslenie nastepujacych kluczowych parametréw
funkcji mitochondriéw: podstawowe oddychanie (ang. basal), przeciek protonéw (ang. proton
leak), maksymalne oddychanie (ang. maximal respiration), zapasowa pojemno$¢ oddechowa
(ang. spare respiratory capacity), oddychanie sprzezone z produkcja ATP (ang. ATP-linked

OCR) i zuzycie tlenu poza mitochondriami (ang. non-mitochondrial OCR).

Wszystkie pomiary znormalizowano do catkowitej zawarto$ci biatka w krazkach aorty,
ktére zmierzono przy uzyciu kitu BCA (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher
Scientific). Dane rejestrowano 1 analizowano przy uzyciu oprogramowania Wave (Agilent).
Obliczenia parametrow metabolizmu energetycznego przeprowadzono zgodnie z instrukcja

producenta (Agilent).

3.2.13 Proba farmakologicznego odwrocenia dysfunkcji Srodblonka naczyniowego

wywolanej dabrafenibem

Na podstawie uzyskanych wynikow profilowania aktywnosci kinaz (PamGene)
wytypowano dwa potencjalne mechanizmy, mogace odpowiada¢ za toksyczne dziatanie
dabrafenibu na $rodbtonek naczyniowy. (1) Pierwszym mechanizmem, ktéry poddano
weryfikacji bylo zwigkszenie aktywnosci kinaz ROCK lub CAMK2, o ktérych wiadomo,
ze reguluja funkcje srdédbtonka naczyniowego (58, 59). W celu zweryfikowania hipotezy,
ze wywolana przez dabrafenib dysfunkcja srodbtonka jest wynikiem zwigkszenie aktywnosci
kinaz ROCK lub CAMK2, inkubowano krazki aorty przez 24 godziny w medium hodowlanym
zawierajacym jednoczesnie dabrafenib 1 wybrany inhibitor: fasudil (10uM, fasudil

hydrochloride, MedChem Express), inhibotor ROCK, KN-93 (1uM, MedChem Express)
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lub CAMK-IN-1 (100nM i 1uM, MedChem Express), inhibitory CAMK2. (2) Drugim
wytypowanym mechanizmem odpowiadajgcym za toksyczne dzialanie dabrafenibu
na srodbtonek naczyniowy bylo zwigkszenie produkcji wolnych rodnikow tlenowych.
Dysfunkcje t¢ probowano odwroci¢ poprzez jednoczesng inkubacjg aort z dabrafenibem oraz
apocyning (100uM, Tocris) — inhibitorem NOX-2, setanaxibem (10uM, TargetMol Chemicals,
Stany Zjednoczone) — inhibitorem NOX-1/4 lub MitoTEMPO (30uM i 100uM, TargetMol

Chemicals) — antyoksydantem dziatajgcym w mitochondriach.

Wplyw zastosowanych zwigzkéw majacych przeciwdziata¢ dysfunkcji srodbtonka
naczyniowego indukowanej przez dabrafenib weryfikowano poprzez ocen¢ czynnoSci
srddbtonka naczyniowego w aortach inkubowanych z dabrafenibem i wybranymi inhibitorami
przy pomocy miografu naczyniowego 620M oraz poprzez bezposredni pomiar produkcji NO

z zastosowaniem techniki EPR.

3.2.14 Analiza statystyczna

Do analizy statystycznej wykorzystano oprogramowanie STATISTICA 10 (StatSoft,
Inc.) i OriginPro 9 (OriginLab) dla wynikdéw zamieszczonych w I cze$ci pracy oraz GraphPad
Prism 9 dla wynikow zamieszczonych w II cze$ci pracy. Test Shapiro-Wilka wykorzystano
do sprawdzenia, czy dane maja rozklad normalny. W zaleznosci od rozktadu danych,
stosowano testy parametryczne: test t Studenta (dla porownan pomiedzy dwiema grupami),
jednoczynnikowa lub dwuczynnikowa analiza wariancji ANOVA (z testem post hoc Tukey’a
lub Dunnett’a) lub nieparametryczny test Kruskala Wallisa (z testem post hoc Dunn’a). Wyniki
przedstawiono jako $rednia = SEM. Réznice migdzy S$rednimi uznawano za istotne,

jesli p <0,05.
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4 WYNIKI

CZESC 1

4.1 OCENA ZMIAN CZYNNOSCI SRODBLONKA W TOKU ROZWOJU
CHOROBY NOWOTWOROWE] W MYSIM ORTOTOPOWYM MODELU
RAKA GRUCZOLU SUTKOWEGO

4.1.1 Progresja choroby nowotworowej u myszy BALB/c po ortotopowym wszczepieniu
komorek 4T1 oceniona na podstawie zmian masy guza pierwotnego i liczby

przerzutéw w phucach

Obecnos¢ guza pierwotnego (0,004 = 0,001 g) obserwowano od drugiego tygodnia
po wszczepieniu komorek nowotworowych 4T1 do gruczoldw sutkowych samic myszy
BALB/c. Srednia masa guza stopniowo wzrastala w trakcie badania do ostatecznej $redniej
masy 0,99 £ 0,1 g w 6 tygodniu do§wiadczenia (Rycina 4 A). W drugim tygodniu choroby
nowotworowej nie stwierdzono natomiast zmian przerzutowych w plucach (Rycina 4 B).
Jednak $rednia liczba przerzutow rozwijajacych si¢ w plucach wyizolowanych od myszy
4,516 tygodni po wszczepieniu komoérek 4T1 stopniowo wzrastata, osiggajac srednio 35 + 9

naciekow przerzutowych w 6 tygodniu badania (Rycina 4 B).
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Rycina 4. Masa guza pierwotnego (A) oraz liczba przerzutéw w plucach (B), po 2,4,51i 6

tygodniach od wszczepienia komérek nowotworowych 4T1 myszom BALB/c¢. Istotnos¢ statystyczng
oceniono za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a.
Symbol * oznacza p < 0,05; ** oznacza p < 0,01; *** oznacza p < 0,001; **** oznacza p < 0,0001 dla
réznicy pomiedzy wskazanymi grupami. Wyniki wyrazono jako $rednia = SEM, n = 10-17.
Rycina na podstawie E.Buczek i wsp., 2018; zmodyfikowano (60).
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4.1.2 Zmiany zapalne i ogniska przerzutowe w plucach myszy BALB/c po ortotopowym

wszczepieniu komorek 4T1

Juz 2 tygodnie po wszczepieniu myszom komoérek nowotworowych 4T1 wykryto
miejscowe nacieki komoérek zapalnych do migzszu pluc, zidentyfikowane jako populacja
sktadajaca si¢ gtownie z granulocytow (Rycina 5 D). Jednak na tym etapie w mikroskopowych
preparatach przekrojéw ptuc nie zaobserwowano zadnych skupisk komorek nowotworowych
(Rycina 5 C). W przeciwienstwie do phluic wyizolowanych od myszy 2 tygodnie
po wszczepieniu komoérek 4T1, ptuca analizowane po 4 tygodniach wykazywaty mate, wyrazne
ogniska przerzutowe (Rycina 5 E, F). Po 5 tygodniach, w migzszu ptuc i pod optucng
obserwowano rozproszone miejsca przerzutowe o roznych rozmiarach (Rycina 5 G, H).
Natomiast w najbardziej zaawansowanym stadium progresji choroby nowotworowej, 6 tygodni
po wszczepieniu myszom komorek 4T1, w ptucach widoczne byly liczne, rozlegle, taczace si¢

ogniska przerzutowe (Rycina 5 I, J).

4.1.3 Zmiany ekspresji V-CAM i vWF w plucach myszy BALB/c po ortotopowym

wszczepieniu komorek 4T1

Zaréwno we wczesnym jak i pdznym stadium rozwoju nowotworu naciekanie komorek
zapalnych wigzalo si¢ ze zwigkszong ekspresja VCAM-1 w naczyniach krwiono$nych phuc,
co potwierdzono barwieniem immunohistochemicznym (Rycina 6 A). Barwienie vWF
w phlucach nie wykazato istotnej ré6znicy migdzy myszami 2 tygodnie po wszczepieniu komorek
4T1 a kontrolami, wykazano natomiast spadek ekspresji vVWF po 6 tygodniach po wszczepieniu

komorek 4T1 (Rycina 6 B).
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Rycina 5. Histopatologiczna
ocena tkanki ptuc myszy BALB/c w
przekroju poprzecznym, po
barwieniu hematoksyling i eozyna,
(reprezentatywne zdjecia).
Kontrola - prawidlowa tkanka
ptucna (A, B); pluca 2 tygodnie
po wszczepieniu  komoérek  4T1
z widocznymi miejscami zapalenia,
gtéwnie naciekami granulocytow (C,
D); pluca grupy 4-tygodniowe;j
zkilkoma  matymi  ogniskami
przerzutowymi (E, F); ptuca grupy 5-
tygodniowej z widocznymi wieloma,

rozproszonymi miejscami
przerzutowymi 0 réznych
rozmiarach (G, H); pluca 6 tygodni
po wszczepieniu komorek
nowotworowych, z licznymi,

rozleglymi, taczgcymi si¢ obszarami
przerzutowymi (I, J). Po lewej stronie
powiekszenie 20x: A, C, E, G, [
po prawej powickszenie wybranego
obszaru z ramki 200x: B, D, F, H, J.
Badanie wykonane we wspotpracy
z Panig Agnieszka Jasztal z JCET.
Rycina na podstawie E.Buczek
1 wsp., 2018; zmodyfikowano (60).
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Rycina 6. Zmiany ekspresji VCAM-1 (A) oraz czynnika von Willebranta (B) ocenione

na podstawie immunobarwienia fluorescencyjnego w tkance plucnej pobranej od myszy BALB/c
2i6 tygodni po wszczepieniu komérek nowotworowych 4T1. Istotno$¢ statystyczng oceniono
za pomoca testu nieparametrycznego Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Warto$ci podano jako
srednig =+ SEM, n = 5, symbol * p < 0,05 w poréownaniu z grupg kontrolng. Rycina na podstawie
E.Buczek i wsp., 2018; zmodyfikowano (60).

4.1.4 Leukocytoza i inne zmiany parametrow morfologii krwi po ortotopowym

wszczepieniu komorek 4T1 u myszy BALB/¢

2 tygodnie po wszczepieniu komorek nowotworowych 4T1 stwierdzono tagodne zmiany
w morfologii krwi u myszy BALB/c (Tabela 3), w tym spadek liczby ptytek krwi (PLT),
ktory znormalizowat si¢ w kolejnych punktach czasowych oraz wzrost §redniej objetosci ptytek
krwi (MPV), ktory utrzymywat si¢ na podwyzszonym poziomie az do pdznego etapu rozwoju
choroby nowotworowej. Najbardziej widoczne zmiany w profilu morfologii krwi obserwowano
w poznych stadiach choroby 1 obejmowaly one gleboka 1 postepujaca leukocytoze
obserwowang w okresie 4—6 tygodni od wszczepienia myszom komdrek nowotworowych 4T1.
Chociaz bezwzgledna liczba granulocytow (GRA), monocytéw (MON) i limfocytow (LYM)
wzrosta, zmiany procentowe wskazywaty na znaczny wzrost liczby granulocytéw, fagodny
wzrost liczby monocytow 1 wzgledny spadek liczby limfocytéw. U zwierzat kontrolnych,

jak réwniez u myszy we wczesnym stadium choroby nowotworowej (2 tygodnie), dominujaca
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subpopulacja WBC byly limfocyty, podczas gdy w zaawansowanych stadiach choroby

nowotworowej (4—6 tygodni) najliczniejszg subpopulacja WBC byty granulocyty (Tabela 3).

Kontrola 2 tygodnie 4 tygodnie 5 tygodni 6 tygodni
PLT [K pl] 916.30+47.39 618.75+£128.13# 892.81+30.04 1067.25+87.86 964.58+119.81
MPV [f] 5.21+0.06 5.63+0.13% 5.44+0.06 5.73+0.42 5.82+0.12%*
RBC M '] 10372017 10.50+0.15 10.16:0.22 10.27+0.23 10.720.30
MCH [pg] 15.69+0.20 14.67+0.06* 15.28+0.15 15.60+0.27 15.74+£0.21
HCT [%)] 57.40+0.96 57.92+0.93 56.78+1.12% 57.63£1.15 62.84+2.01
MCV [fl] 55.33+0.18 55.15+0.31 55.92+0.32 55.10+£0.32 58.75+0.70*
WBC[K uI']  3:87:0.21 2.94+0.26 31.8046.14  169.35£49.59%%  351.50479.54% %5
LYM[K pl'] 2882015 2.65+0.60 9.96+1.26 33.62+8.15%%  62.19+11.43%**x
MON [K ul']  0.15£0.02 0.15+0.02 3.59+0.76 18.4625.67%  40.53+8.15%%**
GRA[K pul']  0.84+0.08 0.620.09 18.46:4.54  117.27£36.28%  224.36:£69.17%%%*
LYM [%] 76.14+1.39 75.35+£2.00 40.83£5.03**** 32 .19+4 (O**H* 20.09+1.86%***
MON [%] 5.25+0.26 6.69+0.45 10.2740.83****  10.34+£0.64%*** 11.74+0.98****
GRA [%] 18.61+1.39 17.97+1.71 48.91+4.70* 57.47+4.43%** 68.1742.48%*%**

Tabela 3. Parametry morfologii krwi u myszy BALB/c po ortotopowym wszczepieniu komérek
4T1. PLT, ptytki krwi; MPV, $rednia objgtosé plytek krwi; RBC, krwinki czerwone; MCH, $rednia
hemoglobina komoérkowa; HCT, hematokryt; MCV, §rednia objetos¢ krwinki czerwonej; WBC, biate
krwinki; LYM, limfocyty; MON, monocyty; GRA, granulocyty. Istotnos$¢ statystyczna oceniono
za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Dane wyrazono jako
srednia = SEM, symbol * oznacza p<0,05 w poréwnaniu z grupa kontrolng, ** p<0,01 w poréwnaniu
z grupa kontrolng, *** P<0,001 w poréwnaniu z grupg kontrolna, **** p<0,0001 w poréwnaniu z grupg
kontrolng, # p<0,05 w porownaniu z grupa 5 tygodni, $§ p<0,05 w poréwnaniu z grupa 6 tygodni,
(n=8- 12). Na podstawie E.Buczek i wsp., 2018 (60).
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4.1.5 Wazrost stezenia I1-6 i bialek ostrej fazy w osoczu po ortotopowym wszczepieniu

komorek 4T1 u myszy BALB/c

Wraz z rozwojem choroby nowotworowej nastepowal stopniowy wzrost ste¢zenia 1L-6
w osoczu u myszy. Po 2 tygodniach od wszczepienia komérek nowotworowych 4T1 stgzenie
IL-6 w osoczu bylo poréwnywalne ze st¢zeniem u myszy kontrolnych, podczas gdy
po 516 tygodniach od wszczepienia komorek nowotworowych nastgpit znaczacy
(3- do 4- krotny) wzrost stezenia IL-6 w osoczu w poroOwnaniu z grupa kontrolng (Rycina 7 A).
Podobne zmiany w osoczu obserwowano w przypadku biatek ostrej fazy tj. surowiczego
amyloidu A (SAA), haptoglobiny i surowiczego biatka amyloidu (SAP), ktorych stezenia

wzrastaly w zaawansowanych stadiach rozwoju nowotworu (Rycina 7 B, C, D).
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Rycina 7. Zmiany stezenia IL-6 (A) oraz zmiany stezenia bialek ostrej fazy: surowiczego
amyloidu A (SAA) (B); haptoglobiny (C); surowiczego bialka amyloidu (SAP) (D) w osoczu myszy
BALB/c kontrolnych oraz myszy BALB/c po 2, 4, 5 i 6 tygodniach od wszczepienia komoérek
nowotworowych. Istotno$¢ statystyczng oceniono za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala—
Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Wyniki wyrazono jako $rednia £+ SEM, n = 6—14, symbol * oznacza
p < 0,05; ** oznacza p < 0,01; *** oznacza p < 0,001 w poréwnaniu z grupg kontrolng lub miedzy
wskazanymi grupami. Rycina na podstawie E.Buczek i wsp., 2018; zmodyfikowano (60).
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4.1.6 Uposledzenie czynnosci sSrodblonka aorty po ortotopowym wszczepieniu komorek

4T1, w zaawansowanym stadium choroby nowotworowej u myszy BALB/c

Czynno$¢ srodblonka naczyniowego aorty zostata zbadana w kolejnych stadiach rozwoju
choroby nowotworowej: 2, 4, 5 oraz 6 tygodni od wszczepienia myszom komorek
nowotworowych 4T1. Zalezne od $rodblonka naczyniowego odpowiedzi rozkurczowe aorty
na Ach byly uposledzone w najbardziej zaawansowanym stadium rozwoju nowotworu,
czyli 6 tygodni po wszczepieniu komorek 4T1 (Rycina 8 A). Nie stwierdzono uposledzenia

niezaleznych od §rodblonka odpowiedzi aorty na SNP (Rycina 8 B).
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Rycina 8. Uposledzenie zaleznego od Srédblonka rozkurczu aorty 6 tygodni po wszczepieniu

komoérek nowotworowych 4T1 u myszy BALB/c. Zalezne od $rédbtonka odpowiedzi na Ach (A)
i rozkurcz naczyn niezalezny od $rodbtonka wywotany przez SNP (B) w krazkach aorty wstepnie
skurczonych fenylefryng. Istotno$¢ statystyczng oceniono za pomoca testu nieparametrycznego
Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Symbol * oznacza p < 0,05 w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Wyniki wyrazono jako s$rednia + SEM, n = 6-13 (24 krazki od jednej myszy).
Rycina na podstawie E.Buczek i wsp., 2018; zmodyfikowano (60).
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4.1.7 Zmiany produkcji NO w toku rozwoju choroby nowotworowej w aorcie

po ortotopowym wszczepieniu komorek 4T1 u myszy BALB/c

Produkcje NO w izolowanych krazkach aorty oceniono na podstawie produkcji azotynow
przez srodbtonek naczyniowy. Produkcja azotyndw byta istotnie statystycznie nizsza w aortach
izolowanych od myszy 6 tygodni po wszczepieniu komorek nowotworowych, co potwierdza
obserwowane w badaniach funkcjonalnych uposledzenie funkcji §rodbtonka zaleznej od NO

(Rycina 9 A).

Ponadto oceniono zmiany w ogoélnoustrojowej biodostepnosci NO na podstawie pomiaru
stezenia azotynow w osoczu oraz NOHb w erytrocytach (Rycina 9 B i C). Po 2 1 4 tygodniach
od wszczepienia komorek nowotworowych 4T1 stezenie azotyndw Ww osoczu myszy
oraz stezenie NOHb w erytrocytach byty nizsze (istotnie dla NOHDb, p < 0,05) w poréwnaniu
z grupami  kontrolnymi. Natomiast w zaawansowanym stadium rozwoju choroby
nowotworowe]j stezenia azotynow byly zwigkszone po 5 (p <0,05) 1 6 tygodniach, a NOHb
byla istotnie zwigkszona po 6 tygodniach od wszczepienia komorek nowotworowych 4T1

(Rycina 9 Bi C).

4.1.8 Zmiany produkcji PGI2 w aorcie po ortotopowym wszczepieniu komorek 4T1,

w toku rozwoju choroby nowotworowej u myszy BALB/c

Na podstawie pomiaru stezenia 6-keto-PGFla, stabilnego metabolitu PGL,
zaobserwowano podwyzszong produkcje PGl, w aortach myszy, ktéra zostala wydzielona
do buforu, w ktérym inkubowano krazki aorty po 4, 5 1 6 tygodniach od wszczepienia komoérek
nowotworowych 4T1 (Rycina 10). Zaréwno selektywny inhibitor COX-2, DuP-697,
jak 1 nieselektywny inhibotor COX-1 1 COX-2, indometacyna, znaczaco hamowaty uwalnianie

PGI; z krazkow aorty.
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Rycina 9. Podstawowa produkcja azotynéw w inkubowanych krazkach aorty (A), stezenie

azotynéw w osoczu (B) i poziom nitrozylohemoglobiny (C) u myszy BALB/c po 2, 4, 5i 6
tygodniach od wszczepienia komorek nowotworowych 4T1. Wyniki przedstawiono jako A (delta)
nowotwor minus kontrola, czyli réznica migdzy myszami 2, 4, 5 1 6 tygodni po wszczepieniu komorek
nowotworowych 4T1, a grupa kontrolng w danym punkcie czasowym. Istotnos¢ statystyczng oceniono
za pomocg testow t Studenta. Symbol * oznacza p < 0,05; ** oznacza p < 0,01 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej w danym punkcie czasowym; j.u. jednostki umowne. Wyniki wyrazono jako $rednia = SEM,
n = 3 (grupy kontrolne) i n = 6 (grupy nowotworowe). Rycina na podstawie E.Buczek i wsp., 2018;
zmodyfikowano (60).
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Rycina 10. Wzrost stezenia 6-keto PGFla oznaczonego w buforze KH po 30 minutowej

inkubacji krazkow aorty pobranych od myszy BALB/c po 4, 5 6 tygodniach od wszczepienia
komorek nowotworowych 4T1 (wyrazone jako delta stezenia po 30 i po 3 minutach). Aorty byly
inkubowane bez inhibitora i w obecno$ci selektywnego inhibitora COX-2 DuP-697 (1 uM)
lub nieselektywnego inhibitora COX-1 i COX-2 indometacyny (5 uM). Istotno$¢ statystyczng oceniono
za pomocg testu nieparametrycznego Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Wyniki wyrazono
jako $rednig £ SEM, n = 5-6, symbol * oznacza p < 0,05. Rycina na podstawie E.Buczek i wsp., 2018;
zmodyfikowano (60).

4.1.9 Zmiany w ekspresji czynnika von Willebranda w aorcie po ortotopowym
wszczepieniu komorek 4T1, w toku rozwoju choroby nowotworowej u myszy

BALB/c

W komorkach §rodbtonka aort myszy z choroba nowotworowa zaobserwowano wzrost
ekspresji VWF, w poréwnaniu ze zwierz¢tami kontrolnymi juz 2 tygodnie po wszczepieniu
komorek nowotworowych. W pdzniejszych etapach choroby nowotworowej ekspresja vVWF
w $rodblonku aorty nadal zwigkszata si¢ 1 byla istotnie statystycznie wyzsza w okresie
4- 6 tygodni od wszczepienia komorek nowotworowych w poréwnaniu z grupa kontrolng

(Rycina 11 A i B).
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Rycina 11. Wzrost ekspresji czynnika von Willebrandta w aortach pobranych od myszy
BALB/c po 2,4,5i 6 tygodniach od wszczepienia komdrek nowotworowych 4T1. Reprezentatywne
zdjecia mikroskopowe ekspresji Srédblonkowego czynnika von Willebranda (vWF) w przekrojach
poprzecznych aorty piersiowej (A) i analiza ilosciowa wynikow (B). Zmiany ekspresji vWF
na mikrofotografiach przedstawiajacych przekroje poprzeczne przez krazki aorty myszy kontrolnych
imyszy po 2, 4, 51 6 tygodniach od wszczepienia komoérek nowotworowych analizowano metoda
analizy tekstury Columbus. Istotnos$¢ statystyczng oceniono za pomocag testu nieparametrycznego
Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Symbol ** oznacza p < 0,01; *** oznacza p < 0,001
wzgledem grupy kontrolnej. Wyniki wyrazono jako srednig £+ SEM, n = 4. Rycina na podstawie
E.Buczek i wsp., 2018; zmodyfikowano (60).

4.1.10 Spadek produkcji azotynow i azotanow w plucach po ortotopowym wszczepieniu

komorek 4T1, na wezesnym etapie rozwoju nowotworu u myszy BALB/c

Stezenia zardwno azotyndéw, jak 1 azotandow w buforze z izolowanych ptuc,
perfundowanych w sposob nierecyrkulacyjny, byly nizsze u myszy po 2 tygodniach
od wszczepienia komorek nowotworowych 4Tl w  porOwnaniu z myszami

kontrolnymi (Rycina 12).
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Rycina 12. Stezenie azotynow (A) i azotanéw (B) w buforze po perfuzji izolowanych
perfundowanych pluc myszy kontrolnych BALB/c oraz perfuzji pluc od myszy BALB/c
po 2 tygodniach od wszczepienia komorek nowotworowych 4T1. Wyniki wyrazono
jako érednia + SEM, n=3. Badanie wykonane we wspdlpracy z dr A. Fedorowiczem.
Rycina na podstawie wynikow E.Buczek i wsp., 2018 (60).
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CZESC 11

4.2 OCENA WPLYWU INHIBITOROW KINAZ BRAF I MEK NA CZYNNOSC
SRODBLONKA NACZYNIOWEGO AORTY IN VIVO 1 EX VIVO U MYSZY
C57BL/6J

4.2.1 Zmiany czynnosci Srodblonka naczyniowego po jednorazowym podaniu

dabrafenibu in vivo u myszy C57BL/6J — badania z wykorzystaniem MRI

Wplyw dabrafenibu i trametynibu na czynno$¢ S$rdédbtonka aorty in vivo zbadano
6, 12124 godziny po jednorazowym, dootrzewnowym podaniu badanych lekéw zdrowym
myszom C57BL/6J. Funkcja $rédblonka naczyniowego zostala oceniona na podstawie
odpowiedzi rozkurczowej odcinka piersiowego 1 brzusznego aorty na Ach 1 SNP za pomoca
obrazowania metoda rezonansu magnetycznego — MRI (Rycina 13). Zaobserwowano istotne
uposledzenie zaleznego od s$rodbtonka naczyniowego rozkurczu odcinka piersiowego
1 brzusznego aorty w odpowiedzi na Ach 6 godzin po pojedynczym podaniu myszom
dabrafenibu (50 mg/kg) (Rycina 13 A i C). Dysfunkcja ta miala charakter odwracalny,
gdyzpo 12 1 24 godzinach od wstrzykniecia leku uposledzenie rozkurczu nie byto juz
obserwowane. Natomiast nie stwierdzono wptywu na funkcje $rodbtonka naczyniowego
trametynibu (5 mg/kg) w zadnym punkcie czasowym (Rycina 13 A, C). Jednocze$nie
po 6 godzinach od podania obu lekow nie zaobserwowano zmian w odpowiedziach aorty

na SNP (Rycina 13 B, D).

4.2.2 Zmiany czynnosci Srodblonka in vivo u myszy CS7BL/6J po 7 dniach podawania

dabrafenibu lub trametynibu w paszy — badania z wykorzystaniem MRI

W celu sprawdzenia, czy krotkotrwaty efekt dabrafenibu obserwowany 6 godzin
po jednorazowym podaniu leku myszom moze, w przypadku przedtuzonej w czasie ekspozycji
myszy na lek, prowadzi¢ do rozwoju dysfunkcji §rédbtonka naczyniowego, przeprowadzono
doswiadczenie, w ktérym dabrafenib i1 trametynib podawane byly myszom w paszy przez 7 dni.
Po 7 dniach podawania lekow zaobserwowano upo$ledzenie zaleznego od S$rodblonka
naczyniowego rozkurczu odcinkéw piersiowego 1 brzusznego aorty mysiej in Vvivo
w odpowiedzi na Ach u myszy otrzymujacych pasz¢ z dabrafenibem. Szkodliwego efektu

na $rodblonek naczyniowy nie zaobserwowano jednak u myszy karmionych pasza
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z trametynibem (Rycina 14 A, C). Jednoczes$nie nie stwierdzono zmian w odpowiedziach

aorty mysiej na SNP (Rycina 14 B, D).
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Rycina 13. Wplyw dabrafenibu i trametynibu na czynno$¢ S$rodblonka naczyniowego
Y Yy \ Yy A

piersiowego i brzusznego odcinka aorty myszy C57BL/6J po 6, 12 i 24 godzinach od podania
dootrzewnowo w/w lekéw. Zalezny- i niezalezny od $rodbtonka naczyniowego rozkurcz aorty oceniano
in vivo za pomoca MRI jako odpowiedZ rozkurczowa na podanie, odpowiednio, Ach i SNP (A, B)
(odcinek piersiowy aorty), oraz (C, D) (odcinek brzuszny aorty). Pomiary MRI wykonano po 6, 12 i 24
godzinach od podania myszom dootrzewnowo badanych lekow. Analize statystyczna przeprowadzono
przy uzyciu dwuczynnikowej (A, C) lub jednoczynnikowej (B, D) analizy wariancji ANOVA z testem
post hoc Tukey’a. Wyniki przedstawiono jako $rednig £ SEM, n=6. Symbol *** oznacza istotno$¢
statystyczng przy p < 0,001 (Pomiary MRI wykonane we wspotpracy z Dr A. Bar i Mgr B. Marczyk
z JCET, Krakow).
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Rycina 14. Wplyw dabrafenibu i trametynibu na czynno$§é Srédblonka naczyniowego
odcinkéw piersiowego i brzusznego aorty u myszy CS7BL/6J po 7 dniach podawania lekéw
w paszy. Zalezny i niezalezny od $rodblonka rozkurcz naczyn oceniano in vivo za pomoca MRI
jako odpowiedz na podanie Ach i SNP w odcinku piersiowym aorty (A, B) i w odcinku brzusznym
(C, D). Pomiary MRI wykonano po 7 dniach podawania myszom dieta AIN-93M z dodatkiem badanych
lekdéw. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA
z testem post hoc Tukey’a. Wyniki przedstawiono jako $rednig £ SEM, n=6. Symbol *** oznacza
istotno$¢ statystyczng przy p < 0,001 (Pomiary MRI wykonane we wspotpracy z Dr A. Bar
i Mgr B. Marczyk z JCET, Krakow).

4.2.3 Ekspresja wybranych bialek na poziomie mRNA w homogenatach aorty myszy

CS7BL/6J po 7 dniach podawania dabrafenibu lub trametynibu w paszy

W kolejnych doswiadczeniach zbadano wptyw dabrafenibu i trametynibu na ekspresje
wybranych gendéw, ktorych zmiany mogtyby thumaczy¢ obserwowane uposledzenie czynnosci
sroédbtonka naczyniowego: eNOS oraz biatek odpowiedzialnych za utrzymanie potaczen
migdzy komoérkami $rédbtonka naczyniowego i regulacje przepuszczalnosci: VE-kadheryny
oraz Klaudyny-5. Stwierdzono istotne statystycznie obnizenie ekspresji eNOS wywotane
zaré6wno przez dabrafenib jak 1 trametynib (Rycina 15 A). Natomiast zaden z badanych lekow
nie mial wplywu na ekspresj¢ bialek zwigzanych z przepuszczalnoscia $rodbtonka

naczyniowego (Klaudyny-5 i VE-kadheryny) (Rycina 15 B i C).
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Rycina 15. Espresja eNOS, Klaudyny-5 i VE-kadheryny w aortach myszy C57BL/6J
karmionych 7 dni paszg zawierajaca dabrafenib lub trametynib. Ekspresje wybranych genow
mierzono z wykorzystaniem techniki qRT-PCR. Wyniki przedstawiajg analize ekspresji genow
na poziomie mRNA dla eNOS (A); Klaudyny-5 (B); VE-Kadheryny (C) w homogenatach aorty
piersiowej myszy karmionych 7 dni pasza z badanymi lekami. Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Wyniki
przedstawiono jako $rednig £ SEM, dla n = 6. Symbole * i ** oznaczaja istotno$¢ statystyczna,

odpowiednio przy p < 0,05 i p < 0,01 w pordwnaniu z grupa kontrolna (Analizy metodag qRT-PCR
wykonane we wspolpracy z Dr A. Gdulg z JCET, Krakow).

4.2.4 Zmiany parametrow morfologii krwi oraz st¢zenie surowiczego amyloidu A (SAA)

w osoczu myszy C57BL/6J po 7 dniach podawania dabrafenibu lub trametynibu

W paszy.

W kolejnym etapie badan dotyczacych poszukiwania mechanizmu odpowiedzialnego
zarozw0j dysfunkcji $rédbtonka naczyniowego w odpowiedzi na dabrafenib, sprawdzono
takze wplyw badanych lekow na stezenie markera ogolnoustrojowego stanu zapalnego, SAA,
w osoczu (Rycina 16) oraz na parametry morfologii krwi zwierzat. Nie stwierdzono istotnych
zmian w stezeniu SAA ani ilosci WBC, ktore mogtyby $wiadczy¢ o wplywie badanych lekow
na ogolnoustrojowa odpowiedz zapalng. Stwierdzono jedynie niewielkie, ale znamienne

zmiany w liczbie RBC, st¢zeniu HGB 1 $redniej objgtosci krwinki czerwonej MCH u myszy
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karmionych pasza z trametynibem w poréwnaniu do myszy kontrolnych, oraz zmiany

w stezeniu HGB 1 HCT w poroéwnaniu do myszy karmionych pasza z dabrafenibem (Tabela 4).
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Rycina 16. Stezenie SAA w osoczu myszy C57BL/6J po 7 dniach karmienia pasza zawierajaca
dabrafenib lub trametynib. Istotno$¢ statystyczng oceniono za pomoca testu nieparametrycznego
Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Wyniki wyrazono jako $rednig + SEM, dla n = 6,
nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic pomiedzy grupami.

Kontrola Dabrafenib ~ Trametynib

PLT [K-pul'']  879,67+23,69 976,83+41,17 949,33+114,61

RBC[M ul']  87140,10  826£021  7,18+0,47**
WBC[K pl'] 293023  4,40+0,52 4,35+0,41
HCT [%] 40,95+0,50  38,9040,97#  34,17+1,70%*
HGB[K p']  1275+0,17  12,2040,204  10,62+0,53**
MCV [fl] 47,00£0,00  47,00£0,00  48.00+1.00

MCH [pg] 14,65+0,06  14,75+0,07 14,92+0,34

Tabela 4. Parametry morfologii krwi myszy C57BL/6J po 7 dniach karmienia pasza zawierajaca
dabrafenib lub trametynib. PLT, plytki krwi; RBC, krwinki czerwone; WBC, biate krwinki; HCT,
hematokryt; HGB, hemoglobina; MCV, $rednia objetos¢ krwinki czerwonej; MCH, $rednia
hemoglobina komorkowa. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Dane wyrazono jako $rednia £ SEM, symbol # oznacza
p<0,05 w poréwnaniu z grupg karmiong trametynibem; symbol ** oznacza p<0,01 w pordwnaniu
z grupa kontrolna.
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4.2.5 Wplyw dabrafenibu i trametynibu na czynnos¢ Srodblonka naczyniowego in vivo

u myszy C57BL/6J — podsumowanie wynikow

Otrzymane wyniki badan in vivo sugeruja, ze dabrafenib i trametynib roznity sie¢
mechanizmami oddziatywania na $rodbtonek naczyniowy. Mimo iz oba leki zmniejszaly
ekspresjc eNOS mierzong na poziomie mRNA, tylko dabrafenib wywotat dysfunkcje
srédblonka widoczng w badaniach czynno$ciowych jako uposledzenie rozkurczu aorty mysiej
w odpowiedzi na Ach. Nie stwierdzono wplywu zadnego z badanych lekéw na wskazniki stanu
zapalnego (SAA, WBC), ale u zwierzat, ktorym podawano trametynib, zaobserwowano zmiany
parametrow czerwonych krwinek (RBC, HGB, HCT). W celu lepszego zrozumienia
mechanizméw oddziatywania dabrafenibu i1 trametynibu na $rédbtonek naczyniowy
obserwowanych w doswiadczeniach in vivo, opracowano model ex vivo umozliwiajacy badanie
uposledzenia czynno$ci $rodbtonka naczyniowego aorty wywotanego badanymi lekami

w izolowanym naczyniu.

4.2.6 Brak wplywu dabrafenibu i trametynibu na czynnos$¢ Srodblonka w izolowanej

aorcie myszy CS57BL/6J po 6 godzinach inkubacji

Zbadano odpowiedz rozkurczowa aorty zalezng 1 niezalezng od $rodbtonka
naczyniowego po 6 godzinach inkubacji aorty z dabrafenibem i1 z trametynibem.
W przeciwienstwie do obserwowanego po 6 godzinach od podania in vivo negatywnego
dziatania dabrafenibu na czynno$¢ $rodblonka naczyniowego aorty, w badaniu ex vivo
nie zaobserwowano uposledzenia zaleznej od $rodblonka naczyniowego odpowiedzi
rozkurczowej aorty na Ach po 6 godzinach inkubacji z dabrafenibem, jak i trametynibem
(Rycina 17 A). Zaobserwowano jedynie nieznaczny wplyw trametynibu na niezalezny
od $rodbtonka rozkurcz naczyn w odpowiedzi na SNP, ktory nie byl istotny statystycznie

(Rycina 17 B).
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Rycina 17. Brak wplywu dabrafenibu i trametynibu na czynnos$¢ Srédblonka w izolowanej

aorcie myszy C57BL/6J ex vivo po 6 godzinach inkubacji. Wptyw w/w lekow na funkcje srédbtonka
naczyniowego oceniono przy uzyciu miografu 620M. Wplyw dabrafenibu i trametynibu na zalezny
od $rodblonka rozkurcz krazkow aorty po 6 godzinach inkubacji (A). Wplyw w/w lekéw na niezalezna
od $rédbtonka odpowiedz na SNP (B). Analizg statystyczna przeprowadzono, w zaleznos$ci od rozktadu
danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA lub testu Kruskala-Wallisa,
z odpowiednimi testami post hoc. Dane wyrazono jako $rednia + SEM, n=6 (po 2 krazki z jednej myszy

na grupe).

4.2.7 Uposledzenie czynnos$ci Srédblonka naczyniowego przez dabrafenib, ale nie przez

trametynib po 24 godzinach inkubacji w izolowanej aorcie myszy CS7BL/6J

Po wydhluzeniu czasu inkubacji krazkow aorty mysiej z dabrafenibem i trametynibem
do 24 godzin stwierdzono uposledzenie rozkurczu aorty w odpowiedzi na Ach wywotlane,
analogicznie jak w modelach in vivo, jedynie przez dabrafenib (Rycina 18 A), ale nie przez
trametynib (Rycina 18 C). Ponadto, obserwowano upos$ledzenie zaleznego od $rodblonka
naczyniowego rozkurczu aorty inkubowanej z kombinacjag obu lekow (Rycina 18 E).
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odpowiedziach na SNP krazkow aorty

inkubowanych z badanymi lekami (Rycina 18 B, D, F).

4.2.8 Zmiany w kurczliwosci aort w odpowiedzi na chlorek potasu i fenylefryne,
po 24 godzinach inkubacji z dabrafenibem i trametynibem w izolowanej aorcie

myszy C57BL/6J

W badaniach czynno$ciowych z uzyciem miografu 620M oceniono takze wplyw
dabrafenibu 1 trametynibu na kurczliwo$¢ naczyn. Nie stwierdzono istotnych statystycznie
réznic w odpowiedziach krazkéw aorty inkubowanych z badanymi lekami na KCI,
(Rycina 19). Natomiast stwierdzono nieznaczne zmniejszenie skurczu maksymalnego

w odpowiedzi na fenylefryne w krazkach aorty inkubowanych 24 godziny z dabrafenibem
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1z trametynibem (Rycina 19 B) oraz istotne statystycznie uposledzenie skurczu krazkow
inkubowanych z ich kombinacja (Rycina 19 B). Skurcz krazkéw aorty w odpowiedzi
na fenylefryng¢ wyrazony jako % skurczu maksymalnego w odpowiedzi na KCI byt istotnie

zmniejszony w krazkach aorty inkubowanych z dabrafenibem (Rycina 19 C).
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Rycina 18. Wplyw dabrafenibu i trametynibu na czynno$é¢ Srédblonka naczyniowego

izolowanej aorty myszy C57BL/6J ex vivo po 24 godzinach inkubacji. Wptyw w/w lekow na funkcje
srodblonka naczyniowego oceniono przy uzyciu miografu 620M. Wplyw dabrafenibu w stezeniach
1, 31 10 uM na zalezny od $rédbtonka naczyniowego rozkurcz krazkow aorty (A). Wplyw trametynibu
w stezeniach 1, 10 1 30uM na zalezny od $rodbtonka rozkurcz krazkow aorty (C). Wptyw kombinacji
dabrafenibu i trametynib na zalezny od $rédbtonka rozkurcz kragzkow aorty (E). Wplyw badanych lekow
i ich kombinacji na niezalezng od $rédbtonka odpowiedz rozkurczowg naczyn na SNP (B,D,F). Analizg
statystyczng przeprowadzono, w zaleznos$ci od rozktadu danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA lub testu Kruskala Wallisa, z odpowiednimi testami post hoc. Wyniki przedstawiono
jako $rednia = SEM, n = 6-10 (po 2 krazki od jednej myszy), symbol * oznacza p < 0,05; ** oznacza
p <0,01 w poréwnaniu do kontroli.
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Rycina 19. Wplyw dabrafenibu, trametynibu i kombinacji tych lekéw na Kkurczliwo§é
krazkéw aorty myszy C57BL/6J ex vivo po 24 godzianach inkubacji. Wptyw w/w lekow na skurcz
oceniono przy uzyciu miografu 620M. Odpowiedzi skurczowe naczyn na KCl 60mM (A). Skurcz
maksymalny naczyn w odpowiedzi na fenylefryng 3uM (B). Skurcz krazkéw aorty w odpowiedzi
na fenylefryng (3uM) wyrazony jako % skurczu maksymalnego na KCl (60 mM) (C). Analizg
statystyczng przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
post hoc Tukey’a. Symbol *** oznacza p < 0,001. Wyniki wyrazono jako $rednia =+ SEM, n = 7
(po 2 krazki aorty od jednej myszy).

4.2.9 Istotny spadek produkcji NO w izolowanych aortach myszy C57BL/6J

inkubowanych 24 godziny z dabrafenibem

W celu potwierdzenia czy obserwowane po 24 godzinach inkubacji uposledzenie
odpowiedzi naczyniorozkurczowej na Ach przez dabrafenib bylo zwigzane z uposledzeniem
produkcji NO, zbadano produkcje NO w izolowanych aortach mysich inkubowanych
z dabrafenibem 1 z trametynibem. Przeprowadzone pomiary wykazaly statystycznie istotne
uposledzenie produkcji NO wywotane przez dabrafenib, podczas gdy trametynib

nie wywotywat takiego efektu (Rycina 20 A, B).
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Rycina 20. Produkcja NO w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych ex vivo przez 24 godziny
z dabrafenibem lub trametynibem. Pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (EPR). Sygnaty NO-DECT z aort inkubowanych z dabrafenibem
lub z trametynibem w poréwnaniu do aort kontrolnych, znormalizowane na mas¢ aort (A). Usrednione
widma EPR dla poszczegélnych grup (B). Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Dane przedstawiaja Srednie =
SEM, symbol * oznacza p < 0,05; ** oznacza p < 0,01 (Pomiary EPR wykonane we wspotpracy
z DrJ. Pyka z JCET).

4.2.10 Aktywnos$¢ eNOS w aortach myszy CS7BL/6J inkubowanych z dabrafenibem lub

trametynibem przez 24 godziny

W celu zbadania, czy zmniejszona produkcja NO w aortach myszy CS57BL/6J
po inkubacji z dabrafenibem byla zwigzana ze zmniejszona aktywnos$cia eNOS, aorte
inkubowang ze znakowang '’Cs,'’Ns L-argining (Arginina+10) i zmierzono w medium
hodowlanym poziom sygnatu pochodzacego od '3Cs,'’N3L-Cytruliny (Cytrulina+9)
po inkubacji aorty z badanymi lekami. W aortach inkubowanych w obecnosci dabrafenibu
stwierdzono, zalezne od stezenia dabrafenibu, zmniejszenie sily sygnatu od Cytruliny+9
w stosunku do kontroli, ktore byto istotne statystycznie dla dabrafenibu w st¢zeniu 10 uM
(Rycina 21 A). Swiadczy to o obnizeniu aktywnosci eNOS w aortach inkubowanych
z dabrafenibem, podczas gdy trametynib nie wplywat na aktywnos¢ eNOS. Nie stwierdzono
ponadto wplywu dabrafenibu, ani trametynibu na poziom sygnatu pochodzacego
od 13Cs,'>N; L-Ornityny  (Ornityny+7), czyli na drugi szlak metabolizmu L-argininy,

z udziatem enzymu arginazy (Rycina 21 B).
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Rycina 21. Ocena aktywnoSci syntazy tlenku azotu w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych
ex vivo 24 godziny z dabrafenibem lub trametynibem z zastosowaniem analizy metabolomicznej
i Sledzenia szlaku metabolizmu znakowanej izotopowo L-argininy (Tracer-based metabolomics).
Aktywnos¢ eNOS oceniona na podstawie metabolizmu znakowanej izotopowo Argininy+10
do Cytruliny+9 (A). Aktywno$¢ arginazy, na podstawie metabolizmu znakowanej izotopowo
Argininy+10 do Ornityny+7 (B). Schematyczne przedstawienie metabolizmu znakowanej Argininy+10
w komorkach $rodblonka (utworzono w BioRender.com) (C). Poziomy "*Cs,'’N; L-Cytruliny
(Cytrulina+9) oraz *Cs,'’N, L-Ornityny (Ornityna+7), znakowanych metabolitow *Ce,'’N4 L-argininy
(Arginina+10), zmierzono technika LC-MS i znormalizowano na mg masy aorty. Istotnos$¢ statystyczna
oceniono za pomoca testu nieparametrycznego Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Dane
przedstawiaja $rednie = SEM, symbol * oznacza p < 0,05. (Pomiary LC-MS wykonano we wspotpracy
z Dr K. Pendian, Leiden Academic Centre for Drug Research, Leiden, Holandia).
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4.2.11 Zmiany ekspresji eNOS na poziomie mRNA, w aortach myszy CS7BL/6J

inkubowanych 24 godziny z dabrafenibem lub trametynibem

W aortach myszy C56BL/6J inkubowanych 24 godziny w obecnosci dabrafenibu
lub trametynibu zmierzono ekspresj¢ srodbtonkowej syntazy tlenku azotu na poziomie mRNA.
Ekspresja eNOS na poziomie mRNA byta istotnie obnizona zar6wno w aortach inkubowanych

z dabrafenibem, jak i z trametynibem (Rycina 22).
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Rycina 22. Ekspresja eNOS na poziomie mRNA w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych
24 godziny ex vivo z dabrafenibem lub trametynibem. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Dane

przedstawiaja Srednie £ SEM, *** oznacza p<0,001 (Analizy RT-PCR wykonane we wspotpracy
z Dr A. Gdula z JCET, Krakow).

4.2.12 Zmiany ekspresji eNOS na poziomie bialka w aortach myszy CS7BL/6J

inkubowanych 24 godziny z dabrafenibem lub trametynibem

W aortach myszy C57BL/6J inkubowanych 24 godziny w obecnosci dabrafenibu
lub trametynibu zmierzono takze ekspresj¢ eNOS na poziomie biatka, ktéra byla tylko
nieznacznie obnizona w aortach inkubowanych z dabrafenibem i trametynibem (Rycina 23 A).
Ponadto, zmierzono poziom fosforylacji eNOS wykazujac istotnie nizszy poziom fosforylacji
treoniny 195 (Thr195) w obszarze tego enzymu (p(Thr195)eNOS) w aortach mysich
inkubowanych z dabrafenibem (Rycina 23 B) co mogloby wskazywac¢ na wicksza aktywnos¢

eNOS (fosforylacja eNOS-Thr(495) ma hamujacy wplyw na aktywno$¢ eNOS) (61). Ponadto,
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wykazano nizszy poziom fosforylacji seryny 1177 (Serl177) w czasteczkach eNOS
(p(Ser1177)eNOS) zard6wno w aortach mysich inkubowanych =z dabrafenibem

jak 1 z trametynibem (Rycina 23 C), co mogto by wskazywac¢ na nizsza aktywnos¢ eNOS (61).
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Rycina 23. Ekspresja eNOS w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych ex vivo przez
24 godziny z dabrafenibem lub trametynibem. Wptyw dabrafenibu i trametynibu na zmiany
ekspresji eNOS na poziomie biatka (A). Wplyw w/w lekow na ekspresj¢ fosforylowanego biatka
p(Thr495)eNOS (B) i fosforylowanego biatka p(Ser1177)eNOS (C). Ekspresje¢ bialek zmierzono
metoda Western Blot. Analize¢ statystyczna przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a (A, C) oraz testu Kruskala—Wallisa z testem post hoc
Dunn’a (B). Dane przedstawiajg srednie + SEM, symbol * oznacza p < 0,05.
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4.2.13 Ekspresja kinaz AKT i ERK na poziomie bialka w aortach myszy C57BL/6J

inkubowanych 24 godziny z dabrafenibem lub trametynibem

W aortach myszy C57BL/6J inkubowanych 24 godziny 2z dabrafenibem
lub z trametynibem zmierzono takze ekspresj¢ kinaz AKT i1 ERK na poziomie bialka oraz
poziom ich fosforylacji. Poziom wzglednej fosforylacji kinazy AKT byt istotnie nizszy
zaré6wno w aortach mysich inkubowanych z dabrafenibem jak i trametynibem (Rycina 24 A).
Podobnie, wzgledny poziom fosforylacji kinazy ERK byt obnizony zar6wno w aortach

inkubowanych z dabrafenibem jak i z trametynibem (Rycina 24 B).
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Rycina 24. Ekspresja na poziomie biatka oraz poziom fosforylacji kinaz AKT (A) i ERK (B)
w aortach myszy CS7BL/6J inkubowanych ex vivo 24 godziny z dabrafenibem lub trametynibem.
Poziom catkowitej formy kinazy AKT i ERK, oraz wzgledny poziom ich fosforylacji zmierzono metoda
Western Blot. Analize statystyczng przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Dane przedstawiajg srednie + SEM, * oznacza p < 0,05; n=5-6.
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4.2.14 Zmiany produkcji PGI2 oraz zmiany ekspresji COX-1 i COX-2 na poziomie
mRNA w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych 24 godziny z dabrafenibem lub

trametynibem

Produkcje prostacykliny w medium hodowlanym po 24 godzinach inkubacji aort myszy
C57BL/6J z dabrafenibem, trametynibem oraz kombinacja obu tych lekow zmierzono
okreslajac stezenie 6-keto-PGFla. Stwierdzono znaczny spadek produkcji PGI2 w aortach
myszy C57BL/6J zaré6wno pod wplywem dabrafenibu jak i pod wplywem trametynibu,
jak 1 po zastosowaniu kombinacji obu tych lekéw (Rycina 25 A). Nastepnie sprawdzono
wptyw dabrafenibu i trametynibu na ekspresje dwoch izoform COX na poziomie mRNA
i wykazano zwigkszong ekspresje¢ COX-1 w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych
z dabrafenibem (Rycina 25 B), oraz zmniejszong ekspresje¢ mRNA COX-2 w aortach
inkubowanych z trametynibem (Rycina 25 C).
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Trametynib - - + Trametynib - - +

Rycina 25. Produkcja PGI: (A) oraz ekspresja COX-1 i COX-2 w aortach myszy C57BL/6J
inkubowanych ex vivo z dabrafenibem lub trametynibem (B). Ekspresje¢ biatek na poziomie mRNA
oceniano technika qRT-PCR. Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu testu Kruskala—Wallisa
z testem post hoc Dunn’a (B) oraz jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Tukey’a (C). Dane przedstawiaja Srednie £ SEM, symbol ** oznacza p < 0,01; symbol *** oznacza

p<0,001; symbol **** oznacza p<0,0001 (pomiary qRT-PCR wykonane we wspotpracy z Dr A.Gdulg
z JCET, Krakéw).
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4.2.15 Aktywnos¢ Kkinaz serynowo-treoninowych w aortach myszy C57BL/6J
inkubowanych przez 24 godziny z dabrafenibem, trametynibem oraz kombinacja

tych lekow

Na podstawie uwidocznionych roznic fosforylacji substratéw peptydowych pomigdzy
badanymi grupami (Tabela 5) przeprowadzono analiz¢ profilu aktywnosci kinaz (analiza UKA
— ang. upstream kinase analysis). W aortach inkubowanych z dabrafenibem zaobserwowano
znaczne zwigkszenie aktywno$ci kinaz serynowo-treoninowych (STK) w poréwnaniu z grupa
kontrolng. Najbardziej zmienionymi kinazami wskazanymi w analizie UKA bytly: PRKACA
(ang. protein kinase A catalytic subunit o), PRKG?2 (ang. protein kinase, cGMP-dependent, type
IT), PKNI1 (ang. protein kinase N1), RPS6KAS5 (ang. ribosomal protein S6 kinase alpha-5),
CAMKZ2A (ang. Calcium/calmodulin dependent protein kinase II alpha), PRKG1 (ang. protein
kinase CGMP-dependent 1), PRKX (ang. protein kinase CAMP-Dependent X-Linked catalytic
subunit), CAMK2D (ang. Calcium/calmodulin dependent protein kinase II delta), CAMK4
(ang.  Calcium/calmodulin-dependent  protein  kinase  type 1V), CAMK2G
(ang. Calcium/calmodulin dependent protein kinase II gamma) (Rycina 26 A, B). W sumie
w aortach inkubowanych z dabrafenibem w poréwnaniu do kontrolnych analiza UKA wykazata
mozliwg zmiang aktywnosci (wskaznik kinazy >1,3) 50 kinaz serynowo — treoninowych

(Tabela 6, Rycina 28).

W aortach inkubowanych z samym trametynibem zaobserwowano tylko niewielki efekt
W porownaniu z grupg kontrolng, mogacy $wiadczy¢ o zmniejszeniu aktywnosci szeregu kinaz
STK, takich jak RPS6KAG6 (ang. ribosomal protein S6 kinase A6), RPS6KAT1 (ang. ribosomal
protein S6 kinase Al), MAPKI12 (ang. mitogen-activated protein kinase 12), MAPKI13
(ang. mitogen-activated protein kinase 13), CHEKI1 (ang. checkpoint kinase 1), RAFI
(ang. rapidly accelerated fibrosarcoma-1 serine/threonine protein kinase), MAPKI
(ang. mitogen-activated protein kinase 1), MAPK14 (ang. mitogen-activated protein kinase 14),
DCLK2 (ang. doublecortin like kinase 2), czy MAPK3 (ang. mitogen-activated protein
kinase 3) (Rycina 26 C, D).

W aortach inkubowanych z kombinacjg obu lekow (dabrafenib + trametynib) stwierdzono
zmiany w duzej czgsci podobne do tych wywotanych przez sam dabrafenib, tzn. istotne
zwigkszenie aktywno$ci STK (17 miejsc fosforylacji, z ktorych 9 naktadato si¢ z efektem
samego dabrafenibu). Kluczowe kinazy wskazane na podstawie tych miejsc

fosforylacji byty nastepujace: ROCK2 (ang. Rho-associated protein kinase 2),
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SGK3 (ang. Serum/glucocorticoid-regulated kinase 3), PRKGI (ang. protein kinase cGMP-
dependent 1), STK38L (ang. serine/threonine-protein kinase 38-like), CAMK4
(ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase type IV), PRKG2 (ang. protein kinase
cGMP-dependent 2), PSKHI1 (ang. protein serine kinase H1), PRKX (ang. protein kinase
cAMP-dependent X-linked catalytic subunit), PRKACA (ang. protein kinase A catalytic
subunit) i PRKCA (ang. protein kinase C Alpha) (Rycina 27 A, B).

Jako ostatnig analize, przeprowadzono analiz¢ aort inkubowanych z trametynibem
w porownaniu do aort inkubowanych z dabrafenibem, ktéra ujawnita istotne zmniejszenie
aktywnosci STK (31 miejsc fosforylacji) w aortach inkubowanych z trametynibem
w poréwnaniu do aort inkubowanych z dabrafenibem. Kluczowe kinazy wskazane w analizie
UKA na podstawie tych miejsc fosforylacji byly nastepujace: RPS6KAS (ang. ribosomal
protein S6 kinase A5), CAMK2A (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 11
subunit alpha), CAMK2D (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit
delta), CAMK2G (ang. calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II subunit gamma),
PRKACA (ang. protein kinase A catalytic subunit), PRKG2 (ang. cGMP- dependent protein
kinase 2), CAMK4 (ang. calcium/calmodulin -dependent protein kinase type IV), AKT3
(ang. isoform 3 of AKT kinase), PRKX (ang. cAMP-dependent protein kinase catalytic subunit
X) 1 PRKGI (ang. cGMP- dependent protein kinase 1) (Rycina 27 C, D).

Ilo$¢ miejsc fosforylacji
Poréwnywane grupy Zmiana ,,w gore” Zmiana ,,w dot”
Dabrafenib vs Kontrola* 13 4
Trametynib vs Kontrola* 0 1
Dab.+Tram. vs Kontrola* 17 0
Trametynib vs Dabrafenib” 0 31

Tabela 5. Podsumowanie réznic profilu fosforylacji substratow kinaz serynowo-treoninowych
pomiedzy poszczegolnymi grupami eksperymentalnymi. Symbol * oznacza istotnos¢ statystyczna
p<0,05 uzyskang po zastosowaniu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc
Dunnett’a, symbol # oznacza istotno$¢ statystyczng p<0.05 uzyskana po zastosowaniu dwustronnego
testu T-Studenta.
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Rycina 26. Profil aktywnosci kinaz STK na podstawie analizy UKA w aortach myszy
C57BL/6J ex vivo inkubowanych z dabrafenibem w poréwnaniu do kontrolnych (A, B)
oraz w aortach inkubowanych z trametynibem w poréwnaniu do kontrolnych (C, D). Wykresy
na podstawie wskaznika kinaz (B, D), stuzace do identyfikacji wielko$ci efektu i kierunku 20 kinaz
o najbardziej zmienionej aktywnos$ci w stosunku do kontroli. Kolory na wykresach (B, D) zostaly
przypisane do poszczegolnych rodzin kinaz STK. Ponadto, rodzina kinaz reprezentowana tylko przez
1 kinaze na wykresach (B, D) jest oznaczona kolorem szarym.
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Rycina 27. Profil aktywnoSci kinaz STK na podstawie analizy UKA w aortach myszy
C57BL/6J inkubowanych ex vivo lacznie z dabrafenibem i trametynibem w poréwnaniu
do kontrolnych (A, B) oraz w aortach inkubowanych z trametynibem w poréwnaniu do aort
inkubowanych z dabrafenibem (C, D). Wykresy na podstawie wskaznika kinaz (B, D), sluzace
do identyfikacji wielkosci 1 kierunku zmiany efektu 20 kinaz o najbardziej zmienionej aktywnosci
w stosunku do kontroli. Kolory na wykresach (B,D) zostaty przypisane do poszczegdlnych rodzin kinaz
STK. Ponadto, rodzina kinaz reprezentowana tylko przez 1 kinaz¢ na wykresach (B, D) jest oznaczona
kolorem szarym
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Drzewo kinaz STK o zwiekszonej aktywnoS$ci w aortach myszy CS7BL/6J ex vivo

inkubowanych z dabrafenibem w poréwnaniu do kontrolnych. Kinazy przedstawione zostaly
na drzewie kinaz grupujacym kinazy serynowo-treoninowe w rodziny filogenetyczne. Drzewo
to pokazuje wszystkie kinazy powyzej domyslnego progu (wskaznik kinazy > 1,3) i zostato
wygenerowane przez: http:/phanstiel-lab.med.unc.edu/CORAL/.
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Kinaza Rodzina kinaz | Wskaznik kinazy
PRKACA PKA 3.95078197732982
PRKG2 PKG 3.77469071827414
PKNI PKN 3.64975198166584
RPS6KAS RSK 3.61978875828839
CAMK2A CAMK?2 3.50456429759926
PRKG1 PKG 3.40671393297954
PRKX PKA 3.40671393297954
CAMK2D CAMK?2 3.09691001300806
CAMK4 CAMKI 2.98129950133376
CAMK2G CAMK?2 2.95687704878702
PRKCA PKC 2.90938929217159
STK38L NDR 2.8955128886876
PRKCD PKC 2.82044820883481
AKT3 AKT 2.7535014192042
SGK3 SGK 2.7535014192042
PLK3 PLK 2.6607473659673
AKT2 AKT 2.59380057633669
PRKY PKA 2.55720677406023
PRKACB PKA 2.51541547071716
PRKAAI CAMKL 2.49976352517436
SGK1 SGK 2.47990967188716
PRKCG PKC 2.45593195564972
RPS6KB2 RSK 2.44369749923271
CDK7 CDK 2.42250820016278
PRKCH PKC 2.36977558924757
PRKCB PKC 2.35418488170336
PSKHI PSK 2.33407799038577
ROCK?2 DMPK 2.32125822205994
CDK10 CDK 2.30453244644831
PRKCE PKC 2.22184874961636
CAMK2B CAMK2 2.12262865413023
PIM2 PIM 2.09172950050428
AKTI AKT 2.09001630506016
PRKCQ PKC 2.07160414774329
SGK2 SGK 1.94355254152508
CHEK2 RADS3 1.91649738016973
RPS6KA3 RSK 1.83995186044712
RPS6KA2 RSK 1.74997055030907
IKBKE KK 1.71264622728525
PRKABI NA 1.67514161180113
AURKA AUR 1.67473069826693
PRKDI PKD 1.64990711454189
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PIM1 PIM 1.58905414131223
CSNKI1ALI CK1 1.57264374424108
PRKCI PKC 1.56747965864107
MTOR PIKK 1.49708150397005
RPS6KB1 RSK 1.47781668238131
DCLK2 DCAMKL 1.31626872138111
MAPKAPK3 MAPKAPK 1.3103005403594

Tabela 6. Lista kinaz STK o zwiekszonej aktywnos$ci w aortach myszy C57BL/6J inkubowanych
ex vivo przez 24 godziny z dabrafenibem w poréwnaniu do aort kontrolnych. Wszystkie kinazy
wskazane w UKA powyzej domyslnego progu (wskazniku kinazy > 1,3), wraz z przynaleznoscia
do rodziny filogenetycznej kinaz.

4.2.16 Wplywu dabrafenibu, trametynibu oraz ich kombinacji na metabolizm

mitochondrialny w aortach myszy C57BL/6

W krazkach aorty myszy C57BL/6J inkubowanych z dabrafenibem stwierdzono istotnie
zwigkszony poziom podstawowej konsumpcji tlenu (OCR) w poréwnaniu do krazkéw aorty
z grup kontrolnych oraz inkubowanych z trametynibem (Rycina 29 A). W krazkach
inkubowanych z dabrafenibem zaobserwowano takze nieznacznie podwyzszony poziom
konsumpcji tlenu sprzezonej z produkcja ATP (Rycina 29 B) oraz glikolizy (Rycina 29 C).
Ponadto dabrafenib sam, jak i w kombinacji z trametynibem, spowodowat istotny wzrost
przecieku protonéw w krazkach aorty (Rycina 29 D). Nie wykazano wptywu badanych lekow
na pozostate parametry funkcji mitochondriéw takie jak: maksymalne oddychanie, zapasowa

pojemnos¢ oddechowa, zuzycie tlenu poza mitochondriami (Rycina 29 E, F, G).

76



A Podstawowe oddychanie B  Oddychanie sprzgzone Cc Podstawowa glikoliza
" « z produkcja ATP
— 8 — &7 Cl o
=) o . =
2 p M 2 MM £ 8 o
S 67 Y i 4 E ° ° 'y
: : 5
£ £ Eq | 17
& £ 2 v ~
o 24 -7 < 2
Q Q Q
o o = 0 . : r r
0 T T T ] T o N N © N @ °
o‘@’b \°§‘ »9§ 6&0 & o“éo *o'sQ 9\0\} &&o
o R B
¥ & ® oﬁ“e A & & & N & N <&
&' Q\Q <& & éc\ X @' & x
«° <& & & " & & ®
& <& & Q << & Q <& =
& & <
& ° ¢
D Przeciek protonow E Maksymalne oddychanie F Zapasowa pojemnos¢
ol oddechowa

N
3
]
N
=]

%%k *

OCR (pmol/min/ug)
*He
o
OCR (pmol/min/pg)
-
I
OCR (pmol/min/pg)

2 ) NG N N R o NS N RN
\$°\ °§ Q‘S N &‘o S \“Q & &° S o N
& N N & o © d ° . 2
YO < € &8 o ¥ &S
\0“ & R & 2\ << . - \*.\ &
'pk'b @e vx 60& & & o 060 /\0@ éo
<
Q <@ @o‘ Q & & ‘ K
G @ N
> & it
&

(7]

Zuzycie tlenu poza
mitochondriami

[

OCR (pmol/min/ug)
=
s
G

Rycina 29. Profil zmian metabolizmu energetycznego w krazkach aorty myszy C57BL/6J
inkubowanych ex vivo przez 24 godziny z dabrafenibem, trametynibem oraz kombinaja obu
lekow. Pomiary wykonano za pomocg analizatora Seahorse XFe96. Szybko$¢ zuzycia tlenu
(ang. oxygen comsumption rate, OCR) dzwierciedla oddychanie mitochondrialne, szybkos¢
zewnatrzkomorkowego zakwaszania (ang. extra-cellular acidification rate, ECAR) odzwierciedla
glikolize. Na podstawie zmian OCR okreslono nastgpujace parametry funkcji mitochondriow:
podstawowe oddychanie (A), konsumpcje tlenu sprzezong z produkcja ATP (B), przeciek protonow (D),
maksymalne oddychanie (E), zapasowa pojemnos$¢ oddechowa (F) i zuzycie tlenu poza mitochondriami
(G). Na podstawie ECAR okreslono podstawowa glikolize (C). Pomiary OCR i ECAR znormalizowano
do ilosci biatka oznaczonego w krazkach aorty po zakonczeniu doswiadczenia. Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a.
Dane przedstawiaja srednie + SEM, n=4, symbol * oznacza p < 0,05, ** p < 0,01. Kazdy punkt danych
reprezentuje $rednig z 3 niezaleznych pomiaréw (analizy Seahorse wykonane we wspotpracy
z Dr P. Kaczarg i Mgr A.Kara$ z JCET, Krakow).
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4.2.17 Dzialanie dabrafenibu i trametynibu na czynno$¢ Srodblonka ex vivo w aorcie

myszy C57BL/6J — podsumowanie

Otrzymane wyniki doswiadczen w izolowanej mysiej aorcie, potwierdzity obserwacje
zbadan in vivo, ze to inhibitor BRAF dabrafenib powodowat dysfunkcj¢ $rodblonka
naczyniowego, widoczng w tym modelu po 24 godzinach inkubacji aorty w obecnosci leku,
podczas gdy inhibitor MEK, trametynib, nie wywotywat takiego efektu. Jednocze$nie
to wtasnie dabrafenib wywotywat uposledzenie produkcji NO, wptywal na komorkowy
metabolizm energetyczny i aktywacje licznych kinaz serynowo-treoninowych, co pozwala
wnioskowa¢, zeto gléwnie dabrafenib, a nie trametynib odpowiada za obserwowang
u pacjentdw toksyczno$¢ naczyniowa w nastepstwie leczenia kombinacjg tych lekow.
Roéwnoczesnie, niespojne z tymi wynikami wydawatly si¢ wyniki wskazujace, ze zar6wno
dabrafenib jak i trametynib w podobnym stopniu zmniejszaja ekspresj¢ eNOS 1 fosforylacje
p(Ser1177)eNOS, a dabrafenib dodatkowo zmniejsza hamujaca aktywnos$¢ tego enzymu
fosforylacje p(Thr495)eNOS. Analiza z wykorzystaniem metody Western Blot wykazata
zmniejszenie fosforylacji AKT pod wptywem dabrafenibu i trametynibu, podczas gdy w profilu
aktywnosci STK wykazano aktywacje tej kinazy przez dabrafenib. Ponadto oba leki, dabrafenib
jak 1 trametynib w podobnym, stopniu i znaczaco hamowaly produkcje prostacykliny

W mysiej aorcie.

W dalszych badaniach podjeto proby farmakologicznego przeciwdziatania dysfunkcji
srodbtonka wywotanej przez dabrafenib. Sposrod kinaz, ktérych zwiekszong aktywnos$¢
wykazano w aortach inkubowanych z dabrafenibem w poréwnaniu do kontroli, wytypowano
kinazy ROCK 1 CAMK2 jako potencjalnie zwigzane z obserwowang indukcja dysfunkcji
srodbtonka. Ponadto prawdopodobnym mechanizmem uposledzenia czynnosci $rédbtonka,
mogla by¢ takze zwickszona produkcja reaktywnych form tlenu (cho¢ nie zmierzona
bezposrednio, ze wzgledu na ograniczenia metodyczne bezposrednich pomiaréw ROS

z wykorzystaniem metodologii EPR).

W celu zweryfikowania hipotez, Ze nadmierna aktywacja ROCK 1 CAMK2
oraz produkcja ROS moga odpowiada¢ za wywotane przez dabrafenib uposledzenie czynnosci
srodbtonka naczyniowego, przeprowadzono kolejne doswiadczenia, w ktorych oceniano
czynnos¢ $rodblonka oraz produkcje NO w izolowanych mysich aortach inkubowanych

przez 24 godziny z dabrafenibem, w obecno$ci wybranych inhibitorow kinaz ROCK i CAMK2
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oraz inhibitorow wybranych enzymoéw produkujagcych wolne rodniki tlenowe

lub zmiataczy ROS.

4.2.18 Wplyw inhibitora ROCK - fasudilu na upoS$ledzenie czynnos$ci Srédblonka

w aorcie myszy C57BL/6J ex vivo wywolane przez dabrafenib

W celu sprawdzenia, czy dysfunkcje $rodbtonka wywotang przez dabrafenib mozna
odwréci¢ poprzez zahamowanie kinazy ROCK, inkubowano aorty jednocze$nie
z dabrafenibem (10 uM) 1 fasudilem (3 1 10 uM) — inhibitorem ROCK przez 24 godziny.
Nastepnie w aortach tych oceniono czynno$¢ naczyniorozkurczowa srodbtonka naczyniowego
pod wptywem Ach oraz bezposrednig produkcje NO. Fasudil w stezeniu 3 pM przeciwdziatat
uposledzeniu przez dabrafenib odpowiedzi rozkurczowej krazkoéw aorty na Ach. Rozkurcz
krazkéw inkubowanych z dabrafenibem i fasudilem byl zblizony do odpowiedzi kontrolnych
krazkéw aorty (Rycina 30 A). W tej serii do§wiadczen nie stwierdzono jednak statystycznie
istotnych réznic pomiedzy odpowiedziami krazkéw kontrolnych, a rozkurczem zar6wno
krazkow inkubowanych z samym dabrafenibem jak i1 z dabrafenibem i1 fasudilem
(Rycina 30 A). Nie stwierdzono takze istotnych statystycznie roznic w odpowiedziach
rozkurczowych krazkow aorty na SNP (Rycina 30 B). Co ciekawe stwierdzono, ze dabrafenib
wywolal zwigkszenie skurczu krazkow aorty w odpowiedzi na KCl, a fasudil w stezeniu 3 pM
odwracal ten efekt, przywracajac wielko$¢ skurczu do poziomu krazkéw kontrolnych
(Rycina 31 A). Fasudil w stgezeniu 10 pM hamowat skurcz krazkow aorty uniemozliwiajac

badanie czynnos$ci $rodblonka z wykorzystaniem miografu.

Natomiast pomiar produkcji NO w aortach myszy metoda pulapkowania spinowego EPR
wykazal, ze fasudil (zar6wno w stezeniu 3 1 10 pM) przeciwdziatal zmniejszeniu produkeji NO
wywotanemu przez dabrafenib. W aortach inkubowanych w obecnosci dabrafenibu 1 fasudilu,
wykazano mniejszy spadek sygnatu NO-DETC w poréwnaniu do aort kontrolnych,
niz w aortach inkubowanych z samym dabrafenibem, réznica ta nie byla jednak istotna

statystycznie (Rycina 32 A, B).
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Rycina 30. Czynno$¢ Sréodblonka naczyniowego w aorcie myszy CS7BL/6J inkubowanej
ex vivo z dabrafenibem i inhibitorem kinazy ROCK - fasudilem przez 24 godziny. Oceng czynnosci
srodblonka naczyniowego aorty przeprowadzono z wykorzystaniem klasycznego miografu 620M.
Wplyw dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i fasudilu (3uM) na zalezny
od srodbtonka rozkurcz krazkow aorty w odpowiedzi na Ach (A). Wplyw w/w zwigzkéw na niezalezng
od $rodblonka odpowiedZ rozkurczowa naczyn na SNP (B). Analizg statystyczng przeprowadzono,
w zaleznosci od rozktadu danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA Iub testu
Kruskala Wallisa, z odpowiednimi testami post hoc. Dane przedstawiajg srednie = SEM, n=6.
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Rycina 31. Odpowiedzi skurczowe izolowanej aorty myszy C57BL/6J inkubowanej ex vivo
z dabrafenibem i inhibitorem kinazy ROCK - fasudilem przez 24 godziny. Wplyw dabrafenibu
oraz kombinacji dabrafenibu i fasudilu na skurcz oceniono przy uZyciu miografu 620M.
Odpowiedzi skurczowe naczyn na KCl 60mM (A). Skurcz maksymalny naczyn w odpowiedzi
na fenylefryng 3uM (B). Skurcz krazkéw aorty w odpowiedzi na fenylefryng (3uM) wyrazony
jako % skurczu maksymalnego na KCI (60 mM) (C). Analizg statystyczng przeprowadzono przy uzyciu
jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Symbol * oznacza p<0,05;
** oznacza p < 0,01. Wyniki wyrazono jako $rednia + SEM, n = 6 (po 2 krazki aorty od jednej myszy).
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Rycina 32. Wplyw inhibitora kinazy ROCK - fasudilu na produkcje¢ NO przez Srédblonek
naczyniowy izolowanej aorty myszy CS7BL/6J inkubowanej ex vivo z  dabrafenibem
przez 24 godziny. Do pomiaru NO zastosowano technike EPR. Wplyw dabrafenibu (10uM)
oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i fasudilu (3uM) na sygnal NO-DETC (A) Usrednione widma
EPR dla poszczegolnych grup (B). Istotnos¢ statystyczng oceniono za pomoca testu nieparametrycznego
Kruskala—Wallisa z testem post hoc Dunn’a. Dane przedstawiajg Srednie = SEM, n=6, symbol * oznacza
p < 0,05 (Pomiary EPR wykonane we wspotpracy z Dr J. Pyka z JCET).
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4.2.19 Wplyw inhibitora CAMK2 - KN-93 na upoS$ledzenie czynnosci srodblonka

w aorcie myszy C57BL/6J ex vivo wywolane przez dabrafenib

W celu sprawdzenia, czy dysfunkcji srédblonka naczyniowego aorty myszy C57BL/6J
wywotanej przez dabrafenib mozna przeciwdziata¢ poprzez zahamowanie kinazy CAMK2,
inkubowano aorty mysie przez 24 godziny, w obecnosci dabrafenibu (10 uM) oraz KN-93
(1 uM) bedacego inhibitorem CAMK2, blokujacym wigzanie wapnia/kalmoduliny (Ca?*/CaM)
do domeny regulacyjnej kinazy (62).

W badaniu czynno$ci $rodbtonka stwierdzono istotne statystycznie pogorszenie
czynnosci $rodbtonka aort inkubowanych z dabrafenibem. Natomiast obecno$¢ inhibitora
kinazy CAMK2 — KN-93 spowodowata popraw¢ odpowiedzi rozkurczowej krazkéw aorty
w odpowiedzi na Ach w porownaniu do krazkéw inkubowanych z samym dabrafenibem,
ktora byta statystycznie istotnie silniejsza dla stgzenia Ach IuM (Rycina 33 A).
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odpowiedziach rozkurczowych krazkéw

aorty we wszystkich badanych grupach w odpowiedzi na SNP (Rycina 33 B).

Natomiast badanie produkcji NO w aortach myszy C57BL/6J nie wykazato skutecznosci
KN-93 w odwracaniu uposledzenia produkcji NO wywotanej przez dabrafenib (Rycina 34).
W aortach inkubowanych z dabrafenibem (10 pM) w obecnosci KN-93 (1 uM), wykazano
istotny spadek sygnalu NO-DETC, w poréwnaniu do kontroli, podobny do aort inkubowanych
z samym dabrafenibem (Rycina 34 A, B).
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Rycina 33. Wplyw inhibitora kinazy CAMK?2 — KN-93 na czynno$¢ Srodblonka naczyniowego
izolowanej aorty myszy C57BL/6J po 24 godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibem. Oceng
czynnosci $roédbtonka naczyniowego aorty przeprowadzono z wykorzystaniem klasycznego miografu
620M. Wptyw dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji dabrafenibu (10pM) i KN-93 (1 uM) na zalezny
od $rodbtonka rozkurcz krazkéw aorty w odpowiedzi na Ach (A). Wplyw w/w zwigzkow na niezalezng
od $rodblonka odpowiedZz rozkurczowa naczyn na SNP (B). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono,
w zaleznosci od rozktadu danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA lub testu
Kruskala Wallisa, z odpowiednimi testami post hoc. Wyniki przedstawiono jako $rednia £+ SEM, n =6
(po 2 krazki od jednej myszy na grupeg), symbol * oznacza p < 0,05; ** oznacza p < 0,01 w poréwnaniu
do kontroli, # oznacza p < 0,05 w porownaniu do grupy dabrafenib + KN-93.
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Rycina 34. Wplyw inhibitora CAMK2 — KN-93 na produkcje NO w izolowanej aorcie myszy
C57BL/6J po 24 godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibm. Do pomiaru NO zastosowano technike
EPR. Wptyw dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i KN-93 (1 uM) na sygnat
NO- DETC (A). Usrednione widma EPR dla poszczegdlnych grup (B). Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a.
Wyniki przedstawiono jako §rednia + SEM, n=6, symbol * oznacza p < 0,05 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Pomiary EPR wykonane we wspotpracy z Dr J. Pyka z JCET).

4.2.20 Wplyw inhibitora CAMK2 — CAMK-IN-1 na uposledzenie czynno$ci srodblonka

w aorcie myszy C57BL/6J ex vivo wywolane przez dabrafenib

W zwigzku z jedynie cze$ciowa poprawa czynnoSci S$rodblonka naczyniowego
po zastosowaniu inhibitora kinazy CAMK?2 — KN-93 (Ryciny 33 i 34), wyprobowano dziatanie
innego inhibitora kinazy CAMK2, o odmiennym mechanizmie dziatania. Inhibitorem tym byt
zwigzek CAMK-IN-1, ktory hamuje dziatanie kinazy CAMK2 przez zablokowanie miejsca
wigzania ATP w jej obszarze. W aortach inkubowanych jednocze$nie w obecnosci dabrafenibu
(10 uM) oraz inhibitora CAMK-IN-1 (w stezeniu 100 nM oraz 1 pM) zaobserwowano istotnie
wiekszg odpowiedz rozkurczowa na Ach w poréwnaniu do odpowiedzi krazkéw aorty
inkubowanych z samym dabrafenibem (Rycina 35 A). Odpowiedzi rozkurczowe krazkow aorty

inkubowanych z dabrafenibem w obecnosci CAMK-IN-1 byty zblizone do odpowiedzi
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krazkow kontrolnych. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odpowiedziach

rozkurczowych na SNP (Rycina 35 B).

Natomiast badanie produkcji NO w aortach, metoda putapkowania spinowego EPR,
nie wykazalo znamiennego statystycznie dziatania inhibitora CAMK-IN-1 (1 uM),

na uposledzenie wytwarzania NO wywotane przez dabrafenib (Rycina 36 A, B).
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Rycina 35. Wplyw inhibitora kinazy CAMK2 - CAMK-IN-1 na czynno$¢ S$rodblonka
naczyniowego izolowanej aorty myszy CS57BL/6J po inkubacji ex vivo z dabrafenibem
przez 24 godziny. Ocen¢ czynnosci $rodblonka naczyniowego aorty przeprowadzono z
wykorzystaniem klasycznego miografu 620M. Wplyw dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji
dabrafenibu (10uM) i CAMK-IN-1 (100 nM lub 1 pM) na zalezny od $rédbtonka rozkurcz krazkow
aorty w odpowiedzi na Ach (A). Wplyw w/w zwigzkow na niezalezng od $rodbtonka odpowiedz
rozkurczowg naczyn na SNP (B). Analizg statystyczng przeprowadzono, w zalezno$ci od rozktadu
danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA lub testu Kruskala Wallisa, z
odpowiednimi testami post hoc. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SEM, n = 5-11 (po 2 krazki od
jednej myszy), symbol: * oznacza p < 0,05; a symbol ** p< 0,01 w poréwnaniu do grupy kontrolne;j,
symbol # oznacza p < 0,05 w poréwnaniu do grupy dabrafenib + CAMK-IN-1 1uM, symbol $ oznacza
p <0,05 w poréwnaniu do grupy dabrafenib + CAMK-IN-1 100nM.
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Rycina 36. Wplyw CAMK-IN-1 na produkcje NO w izolowanej aorcie myszy C57BL/6J po 24
godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibem Do pomiaru NO zastosowano technike EPR. Wptyw
dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i CAMK-IN-1 (100nM lub 1uM) na sygnat
NO-DETC (A). Usrednione widma EPR dla poszczegdlnych grup (B). Analize statystyczna
przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a.
Wyniki przedstawiono jako $rednia + SEM, n = 9-10, * oznacza p < 0,05 (Pomiary EPR wykonane
we wspolpracy z Dr J. Pyka z JCET).

4.2.21 Wplyw inhibitora NOX-2 — apocyniny na uposledzenie czynnoSci Srodblonka w

aorcie myszy C57BL/6J ex vivo wywolane przez dabrafenib

W celu sprawdzenia czy zahamowanie NOX-2 moze wptynaé na odwrocenie dysfunkcji
srodbtonka naczyniowego wywolanej przez dabrafenib, inkubowano krazki aorty jednoczes$nie
z dabrafenibem (10 uM) 1 inhibitorem NOX-2 — apocyning (100 uM). W badaniu czynnosci
sroédbtonka stwierdzono istotne statystycznie pogorszenie czynno$ci Srodbtonka aort
inkubowanych z samym dabrafenibem w poréwnaniu do krazkow kontrolnych.
Zaobserwowano wyrazng poprawe odpowiedzi rozkurczowe] na Ach krazkow aorty

inkubowanych z dabrafenibem w obecnos$ci apocyniny w poréwnaniu do odpowiedzi krazkow
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aorty inkubowanych z samym dabrafenibem, jednak nie stwierdzono istotno$ci statystycznej
réznic pomig¢dzy tymi grupami (Rycina 37 A). Nie stwierdzono takze istotnych statystycznie

roznic w odpowiedziach rozkurczowych kragzkéw na SNP (Rycina 37 B).

Badanie produkcji NO w aortach mysich wykazato, ze apocynina przeciwdzialata
uposledzeniu produkcji NO wywotanemu przez dabrafenib. W naczyniach inkubowanych
z dabrafenibem (10 pM) w obecnosci apocyniny (100 uM) sygnat NO-DETC byt zblizony
do poziomu sygnalu w aortach kontrolnych (Rycina 38 A, B).
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Rycina 37. Wplyw apocyniny na funkcje Srodblonka naczyniowego aorty myszy C57BL/6J po
inkubacji z dabrafenibem ex vivo przez 24 godziny. Oceng czynnosci Srodbtonka naczyniowego aorty
przeprowadzono z wykorzystaniem klasycznego miografu 620M. Wptyw dabrafenibu (10uM) oraz
kombinacji dabrafenibu (10pM) i apocyniny (100 pM) na zalezny od srodbtonka rozkurcz krazkow
aorty w odpowiedzi na Ach (A). Wpltyw w/w zwiazkéw na niezalezna od s$rodblonka odpowiedz
rozkurczowg naczyn na SNP (B). Analiz¢ statystyczng przeprowadzono, w zaleznosci od rozkladu
danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA Ilub testu Kruskala Wallisa,
z odpowiednimi testami post hoc. Wyniki przedstawiono jako $rednia + SEM, n = 6 (po 2 krazki
od jednej myszy), symbol * oznacza p < 0,05 w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
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Rycina 38. Wplyw apocyniny na produkcje NO w izolowanej aorcie myszy CS7BL/6J po 24
godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibem. Do pomiaru NO zastosowano technike EPR. Wplyw
dabrafenibu (10pM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i apocyniny (100uM) na sygnat NO-DETC
(A). Usrednione widma EPR dla poszczegélnych grup (B). Analize statystyczng przeprowadzono
przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a. Wyniki
przedstawiono jako $rednia = SEM, n= 10 (A, B) i n= 6 (C), symbol * oznacza p < 0,05 w porownaniu
z grupa kontrolng (Pomiary EPR wykonane we wspotpracy z Dr J. Pyka z JCET).

4.2.22 Wplyw inhibitora NOX-1/NOX-4 - setanaxibu na uposledzenie czynnoSci

srodblonka w aorcie myszy CS7BL/6J ex vivo wywolane przez dabrafenib

W celu sprawdzenia potencjalnego udziatu izoform NOX-1 1 NOX-4 oksydazy NADPH
w wywotaniu dysfunkcji srodblonka naczyniowego przez dabrafenib sprawdzono takze wptyw
setanaxibu, bedacego podwodjnym inhibitorem NOX-1 i NOX-4, znanego z dziatania
obnizajacego produkcje ROS. Stwierdzono poprawe¢ odpowiedzi rozkurczowej na Ach
krazkow aorty mysiej inkubowanych z dabrafenibem w obecnosci setanaxibu w poréwnaniu
do odpowiedzi krazkoéw inkubowanych z samym dabrafenibem. Jednakze, pomimo wyraznej
tendencji w kierunku poprawy czynnosci rozkurczowej badanych naczyn w obecnosci
setanaxibu, nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy tymi grupami
(Rycina 39 A). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roéznic w odpowiedziach

rozkurczowych na SNP (Rycina 39 B).
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Rycina 39. Wplyw setanaxibu na czynno$¢ Srodblonka naczyniowego izolowanej aorty myszy

C57BL/6J po 24 godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibem. Ocen¢ czynnosci $rédblonka
naczyniowego aorty przeprowadzono z wykorzystaniem klasycznego miografu 620M. Wplyw
dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i inhibitora NOX-1 i NOX-4 setanaxibu
(10 uM) na zalezny od s$rodblonka rozkurcz krazkéw aorty w odpowiedzi na Ach (A). Wplyw
w/w zwigzkow na niezalezng od $rodbtonka odpowiedZ rozkurczowa naczyn na SNP (B). Analizg
statystyczng przeprowadzono, w zaleznos$ci od rozktadu danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy
wariancji ANOVA lub testu Kruskala Wallisa, z odpowiednimi testami post hoc. Wyniki przedstawiono
jako srednia + SEM, n = 5-10 (po 2 krazki od jednej myszy), symbol * oznacza p < 0,05 w porownaniu
do grupy kontrolne;.

4.2.23 Wplyw przeciwutleniacza o dzialaniu mitochondrialnym - MitoTEMPO
na uposledzenie czynnosci Srodblonka w aorcie myszy C57BL/6J ex vivo wywolane

przez dabrafenib

W celu sprawdzenia udziatu wolnych rodnikow pochodzenia mitochondrialnego jako
jednego z potencjalnych mechanizméw indukowania dysfunkcji srédblonka naczyniowego
przez dabrafenib (10 pM), oceniono dziatanie przeciwutleniacza ukierunkowanego
na mitochondria — MitoTEMPO, w stezeniu 30 1 100 uM, na czynno$¢ srodbtonka (Rycina 40)
oraz produkcje NO (Rycina 41). Wykazano istotng statystycznie poprawe odpowiedzi na Ach
krazkéw aorty inkubowanych jednoczesnie z dabrafenibem 1 MitoTEMPO w poréwnaniu
do naczyn inkubowanych z samym dabrafenibem (Rycina 40 A). R6znica rozkurczu kragzkow

aorty inkubowanych z dabrafenibem w obecnosci MitoTEMPO w poréwnaniu do krazkow
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inkubowanych z samym dabrafenibem byta na granicy istotnosci statystycznej (Rycina 40 A).
Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w odpowiedziach rozkurczowych na SNP

(Rycina 40 B).

Natomiast badanie produkcji NO w aortach wykazato, ze MitoTEMPO
nie przeciwdzialalo uposledzeniu  produkcji NO wywotanemu przez dabrafenib
(Rycina 41 A, B). W aortach inkubowanych z dabrafenibem (10 uM) w obecnosci
MitoTEMPO (301 100 uM), wykazano bowiem istotne statystycznie obnizenie sygnatu
NO- DETC w poréwnaniu do kontroli, podobnie jak w aortach inkubowanych z samym

dabrafenibem (Rycina 41 A, B).
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Rycina 40. Wplyw MitoTEMPO na czynno$¢ $Srodblonka naczyniowego w izolowanej aorcie

myszy CS7BL/6J po 24 godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibem. Oceng¢ czynnosci $rédbtonka
naczyniowego aorty przeprowadzono z wykorzystaniem klasycznego miografu 620M. Wplyw
dabrafenibu (10pM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i MitoTEMPO (30 pM Iub 100 pM)
na zalezny od $rodbtonka rozkurcz kragzkow aorty w odpowiedzi na Ach (A). Wpltyw w/w zwigzkow
na niezalezng od $rédbtonka odpowiedZ rozkurczowg naczyn na SNP (B). Analize statystyczng
przeprowadzono, w zaleznos$ci od rozktadu danych, przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA Iub testu Kruskala Wallisa, z odpowiednimi testami post hoc. Wyniki przedstawiono jako
srednia = SEM, n=5-10 (po 2 krazki od jednej myszy), symbol * oznacza p < 0,05 w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Dla odpowiedzi na Ach 10°°M p=0,0883 dla Dab. 10 uM + MitoTEMPO 30uM
vs Dab. 10uM; p=0,0752 dla Dab. 10pM+ MitoTEMPO 100uM vs Dab. 10uM.
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Rycina 41. Wplyw MitoTEMPO na produkcje NO w izolowanej aorcie myszy C57BL/6J
po 24 godzinach inkubacji ex vivo z dabrafenibem. Do pomiaru NO zastosowano technike EPR.
Wptyw dabrafenibu (10uM) oraz kombinacji dabrafenibu (10uM) i MitoTEMPO (30uM lub 100uM)
na sygnat NO-DETC (A). Usrednione widma EPR dla poszczegolnych grup (B). Analize statystyczng
przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a.
Wyniki przedstawiono jako $rednia = SEM, n=7, symbol * oznacza p < 0,05; symbol ** oznacza
p <0,01 w poréwnaniu do grupy kontrolnej (Pomiary EPR wykonane we wspotpracy z Dr J. Pyka
z JCET).

91



5 DYSKUSJA

W przedstawionej pracy doktorskiej, wykorzystujac w istotnym stopniu badania in vivo
w modelach mysich, zbadano dwa roézne aspekty rozwoju dysfunkcji $rodblonka
naczyniowego, ktore dotykaja pacjentdow onkologicznych. Rozwo6j dysfunkcji srodbtonka
w odpowiedzi na toczacy si¢ w organizmie proces chorobowy zbadano w mysim modelu
nowotworu gruczolu sutkowego. Natomiast do oceny dysfunkcji srédblonka w odpowiedzi
na leki przeciwnowotworowe, ktéra jest znanym zagadnieniem, dobrze przebadanym
w przypadku lekow takich jak doksorybicyna czy daunorubicyna, stosowanych w leczeniu raka
piersi (29, 63—65), wybrano stosunkowo nowe leki, inhibitory kinaz BRAF i MEK,
ktore sg stosowane w terapii celowanej, a ktorych mechanizmy toksycznego dziatania sg duzo

stabiej poznane.

Uzyskane w tej rozprawie doktorskiej wyniki badan potwierdzity, ze dysfunkcja
srodblonka naczyniowego pojawia si¢ zard0wno Ww nastgpstwie rozwoju choroby
nowotworowej, jakiw wyniku zastosowania wybranej terapii przeciwnowotworowej.

Otrzymane dane rzucity takze nowe $wiatlo na lezace u jej podtoza mechanizmy.

W pierwszym etapie badan, w mysim modelu raka gruczolu sutkowego wykazano,
ze wezesny etap rozwoju choroby nowotworowej byt zwigzany ze stanem zapalnym ptuc oraz
miejscowg dysfunkcjg $rédbtonka ptucnego jak 1 redukcja NO w krazeniu obwodowym,
podczas gdy w p6znym stadium choroby rozwojowi przerzutdéw towarzyszylo znaczne,
ogolnoustrojowe zapalenie oraz uposledzenie czynnos$ci $rodblonka aorty. W drugim etapie
badan wykazano natomiast, ze zastosowanie terapii przeciwnowotworowe] w postaci
dabrafenibu réwniez prowadzi do wuposledzenia czynnosci S$rdédbtonka naczyniowego.
Wskazuje to, Zze zastosowana terapia przciwnowotworowa moglaby poglebi¢ dysfunkcje
srodblonka naczyniowego indukowang przebiegiem samej choroby nowotworowe;.
Mechanizm rozwoju dysfunkcji $rodbtonka wywotanej dabrafenibem moze obejmowac
zmniejszenie aktywnosci $rodblonkowej syntazy tlenku azotu, zwigkszong produkcje
reaktywnych form tlenu oraz zwigkszenie aktywnos$ci szeregu kinaz serynowo-treoninowych,
w tym kinaz szlakow CAMK 1 ROCK. Co jednak najwazniejsze, w oparciu o w/w mechanizmy
udato si¢ wskaza¢ nowe farmakologiczne sposoby przeciwdziatania dysfunkcji srodbtonka

wywotanej przez dabrafenib w mysiej aorcie ex vivo.
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Warto réwniez podkresli¢, ze prawidtowa funkcja §rodbtonka, zwigzana z produkcjag NO
oraz innych mediatorow w naczyniach krwiono$nych, petni funkcje ochronng przed adhezja
1 migracja komorek nowotworowych, a w konsekwencji przed tworzeniem przerzutéw (12, 66).
Zatem ochrona $rédblonka naczyniowego i1 przeciwdziatanie uposledzeniu mechanizmow
zaleznych od NO ma kluczowe znaczenie zarowno w leczeniu choroby nowotworowe;j
1 ograniczaniu przerzutowosci, jak i w ochronie pacjentow przed sercowo-naczyniowymi

powiktaniami samej choroby i jej leczenia.

5.1 CHARAKTERYSTYKA DYSFUNKCJI SRODBLONKA W MYSIM MODELU
NOWOTWORU GRUCZOLU SUTKOWEGO

W pierwszej czgsci badan przeprowadzonych w ramach tej rozprawy doktorskiej
wykorzystano ortotopowy model mysiego raka gruczotu sutkowego. Jest to jeden z modeli
najczes$ciej stosowanych w badaniach przedklinicznych, ktory wykazuje na poziomie
molekularnym wiele cech wspdlnych z ludzkim potrdjnie ujemnym rakiem piersi (ang. triple
negative breast cancer). Do tych cech naleza: brak ekspresji bialka receptora estrogenowego
(ER), receptora progesteronowego (PR) i receptora nabtonkowego czynnika wzrostu 2
(ErbB2/HER2), chociaz niektére geny, w obszarze ktorych doszto to mutacji w komodrkach
ludzkiego raka piersi, takie jak BRCA1 i BRCA2, nie sg zmienione w komoérkach 4T1 (67).
Linia komorkowa 4T1, pochodzaca z guza gruczotu sutkowego ktory powstal spontanicznie
u myszy BALB/c, jest znana ze swojego agresywnego charakteru 1 zdolnosci do skutecznego
1 szybkiego przerzutowania do odlegtych narzadéw takich jak ptuca, watroba, wezty chtonne,
moézg i kosci, czyli do tych samych narzadow, w obszarze ktorych tworza guzy wtorne komorki
raka piersi u ludzi (68). Wazng zaleta modelu opartego na ortotopowym podaniu komorek 4T1
jest mozliwos$¢ analizy kolejnych stadidow rozwoju nowotworu 1 procesu przerzutowania
u zwierzat (myszy BALB/c) z prawidlowa funkcja uktadu odpornosciowego. Ta cecha czyni
go cennym ukladem modelowym do badania reakcji organizmu, w tym ukladu
immunologicznego, na obecno$¢ guza pierwotnego 1 migracje komoérek nowotworowych
(67, 68) w przeciwienstwie do wielu innych mysich modeli ludzkich choréb nowotworowych
o charakterze ksenoprzeszczepéw u zwierzat chrakteryzujacych si¢ wyciszonym uktadem

odpornosciowym (np. myszy NOD-SCID).

W przeprowadzonych badaniach udato si¢ wyraZznie rozr6zni¢ wystgpowanie wczesnej

dysfunkcji $rédblonka w plucach na etapie przedprzerzutowym oraz rozwdj obwodowe;j
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dysfunkcji $rodbtonka w aorcie na pdznym etapie rozwoju choroby. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze za wczesng lokalng dysfunkcja §rodbtonka oraz pdzna systemowa dysfunkcja

srodbtonka stojg rozne mechanizmy.

5.1.1 Woczesny etap rozwoju choroby nowotworowej a dysfunkcja S$rodblonka

naczyniowego

We wczesnej fazie choroby, poprzedzajacej rozwoj przerzutow, stwierdzono obecnosé
stanu zapalnego pluc widocznego w obrazie histologicznym w postaci naciekow
granulocytarnych w migzszu phluc. Obecno$¢ nacieku leukocytow zostala opisana
w poprzednich pracach (69—71) w ktorych wykazano, ze myszy z guzem 4T 1 posiadaja nacieki
granulocytarne w miejscach tworzenia si¢ przerzutow (70). Te wyniki wpisuja si¢ doskonale
w koncepcje¢ rozwoju niszy premetastatycznej (ang. premetastatic niche) poprzedzajacej rozwoj
przerzutéw, ktoéra powstaje w obszarze narzadu metastatycznego przed jego zasiedleniem
przez migrujace komodrki nowotworowe (71). Ponadto, w fazie poprzedzajacej rozwdj
przerzutdw wykazano takze obecno$¢ prozapalnego fenotypu §rodbtonka naczyniowego ptuc,
charakteryzujacego si¢ zwickszong ekspresja VCAM-1 w plucach, ktoérej towarzyszyto
uposledzenie biodostepnosci NO w tym narzadzie. Biatko VCAM-1 odgrywa kluczows role
w odpowiedzi zapalnej i rekrutacji leukocytéw do ostrych 1 przewlektych miejsc zapalnych,
gdyz posredniczy zaréwno w adhezji leukocytow do komorek srodbtonka, jak 1 aktywuje
Sciezki sygnatowe, aby ulatwi¢ transmigracje leukocytow z krwi do tkanki (72). Krazace
komorki nowotworowe wykorzystuja wiele roznych mechanizméw w celu adhezji
do $rodbtonka naczyniowego. Jednym z nich jest adhezja przerzutujacych komorek
nowotworowych do $ciany naczynia poprzez ich interakcje z biatkiem VCAM-1 na komoérkach
srodblonka. W konsekwencji, umozliwia to wydajng adhezje 1 ekstrawazacje komorek
nowotworowych dajacych poczatek przerzutom w narzadach dystalnych (19, 20, 73).
W tej pracy nie badano jaka jest przyczyna zwigkszenia ekspresji VCAM-1 na powierzchni
srodbtonka. Mechanizmem odpowiedzialnym za zwigkszenie ekspresji VCAM-1
na powierzchni komoérek §rodbtonka naczyniowego mogto by¢ wystepowanie stanu zapalnego
w obszarze pluc, rozwijajacego si¢ juz na wczesnym etapie choroby nowotworowe;,

jak réwniez obecnos¢ w krazeniu plucnym komorek nowotworowych (74).

Wytwarzany przez $rodbtonek naczyniowy NO wykazuje aktywnos$¢ antyadhezyjng
(26, 75), ktora ogranicza infiltracje leukocytéw do tkanki pluc i moze ogranicza¢ adhezje

1 transmigracje komorek nowotworowych w narzadzie przerzutowym (23, 76). Dlatego tez
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obserwowany spadek biodostgpnosci NO w krazeniu ptucnym, ktéry udalo si¢ wykazac
wykorzystujac unikatowy model izolowanego perfundowanego ptuca, méglby stanowic istotny
mechanizm ufatwiajgcy migracje komorek nowotworowych, poprzez utatwienie przylegania
komorek nowotworowych 1 neutrofili do srodbtonka i tym samym, ulatwienie ekstrawazacji
komorek nowotworowych (70, 71, 77, 78). Co wigcej, NO hamuje tez aktywacje plytek krwi
(79), ktore uczestnicza w zatrzymywaniu komoérek nowotworowych w naczyniach
krwionosnych w miejscach ich ekstrawazacji w obszarze zakrzepow (80-82).
W przeprowadzonych doswiadczeniach zaobserwowano spadek liczby plytek krwi
po 2 tygodniach od wszczepienia myszom komoérek 4T1, ktéry moze by¢ nastgpstwem
ich zwigkszonej interakcji z komoérkami nowotworowymi. Zatem spadek biodostepnosci NO
w pluchach moze réwniez ulatwia¢ zwiekszong interakcje plytek krwi z komoérkami
nowotworowymi 1 nasila¢ ich przerzutowanie. Warto jednak dodaé, Ze rola plytek
W przerzutowos$ci nowotworowej nie jest jasna i opisano zarOwno przeciwnowotworowe

jak i promujace przerzutowos¢ nowotworows dzialania lekow przeciwplytkowych (83—85).

W swietle powyzszych wynikow, dysfunkcja srédblonka naczyniowego i niedobor NO
w phlucach wydaja si¢ by¢ cze$cia mechanizmoéw rozwoju przerzutow we wcezesnej fazie
choroby nowotworowej, w szczeg6lnosci tworzenia niszy poprzedzajacej zasiedlenie tkanki
ptuc przez migrujace komorki 4T1. Rozwdj lokalnej dysfunkcji §rodbtonka w ptucach, nastapit
prawdopodobnie w odpowiedzi na obecnos¢ komodrek nowotworowych w uktadzie krazenia
oraz toczacy si¢ proces zapalny w ptucach, jednak mechanizmy u podtoza tego zjawiska

wymagaja dalszych badan.

Istotnym wynikiem tej rozprawy bylo wystgpowanie korelacji pomigedzy obnizeniem
biodostepnosci NO w krazeniu plucnym w fazie przedprzerzutowej choroby a przejSciowym
spadkiem dostepnosci systemowej NO, o czym S$wiadczyl spadek zawartosci HbNO
w erytrocytach, a takze zmniejszone st¢zenie azotynow w osoczu. Warto dodac¢, ze stezenie
NO>- nie jest optymalnym parametrem oceny biodostepnosci NO, gdyz NO;- ulega
przeksztatceniu do NOs- (86). Natomiast HbNO jest lepszym parametrem dostepnosci
ogolnoustrojowej NO, gdyz zwigzek ten powstaje po zwigzaniu si¢ NO z hemoglobing
w czerwonych krwinkach. Poziom HbNO koreluje z funkcjg srodbtonka 1 moze stuzy¢ jako
wskaznik biochemiczny oceny ogélnoustrojowej biodostepnosci NO odpowiadajacy funkcji
srédblonka naczyn krwionos$nych (87, 88). Te wyniki zdaja si¢ sugerowaé, ze juz na wczesnym
etapie przerzutowosci w modelu raka gruczotu sutkowego skala zaburzonej produkcji NO

w ptucach byta tak duza, ze mogla mie¢ wplyw na systemowg biodostepnos¢ NO.
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Biorac pod uwage, ze powierzchnia $rodbtonka naczyniowego ptuc stanowi najwigkszg czgsé
powierzchni $rodblonka w uktadzie krazenia (89) wplyw produkcji NO w plucach
na ogo6lnoustrojowa biodostgpnos¢ NO wydaje si¢ zrozumiaty. Jednak obnizenie stezenia
azotynow 1 HbNO miato jedynie charakter przejSciowy, gdyz pozniej w trakcie rozwoju
przerzutdw nastgpit wzrost ich stezenia, co najprawdopodobniej wigzalo si¢ z dalszym

rozwojem stanu zapalnego i indukcjag NOS2 (iNOS) (90).

5.1.2 Zaawansowany etap rozwoju choroby nowotworowej a czynno$¢ srodblonka

naczyniowego

Pozna faza choroby nowotworowej (5—6 tygodni po wszczepieniu komorek 4T1)
charakteryzowata si¢ silnym stanem =zapalnym o charakterze ogo6lnoustrojowym,
w tym znaczng leukocytoza, wzrostem liczby RBC, PLT, MCV oraz zwigkszeniem HCT,
a takze zwigkszonym st¢zeniem bialek ostrej fazy (haptoglobiny, surowiczego amyloidu A)
1IL-6 w osoczu. W najbardziej zaawansowanym stadium choroby nowotworowej stwierdzono
wystgpowanie dysfunkcji srodblonka obwodowego w postaci uposledzenia zaleznej od NO
czynnos$ci rozkurczowej aorty oraz zmniejszenia produkcji NO. Natomiast w tym samym
czasie, wykazano wzrost systemowej biodostepnosci NO, pomimo uposledzonej produkeji NO
przez $rodbtonek aorty. Wyniki te moga sugerowac, ze w poznej fazie choroby nowotworowe;j
zrodtem NO w krazeniu systemowym nie jest eNOS. Bardziej prawdopodobnym Zrédtem NO
wydaje si¢ byc iNOS, ktorej ekspresja wzrasta w komorkach biorgcych udziat w odpowiedzi
immunologiczne] organizmu w reakcji na toczacy si¢ proces nowotworowy, takich jak
makrofagi, monocyty i neutrofile (91-93). Warto tez wspomnie¢, ze u pacjentow wysoka
biodostgpnos¢ NO w poznej fazie choroby nowotworowej wigzata si¢ z gorszym rokowaniem

(94-96).

Obserwowana dysfunkcja $rodbtonka aorty w poznej fazie choroby nowotworowe;j
zostala najprawdopodobniej wywotana przez =zapalenie ogo6lnoustrojowe. Istotnie,
uposledzenie zaleznej od Srodblonka czynnosci rozkurczowej aorty zbieglo si¢ z silnym
wzrostem markerdw stanu zapalnego. Znanych jest wiele mechanizmow prozapalnych
bezposrednio wptywajacych na czynnos¢ srodbtonka (97, 98). W badaniach w mysim modelu
raka gruczotu sutkowego Dalaklioglu 1 wsp. wykazali, ze systemowe zapalenie w p6znej fazie
choroby byto zwigzane z produkcjag TNF oraz nasilonym stresem oksydacyjnym zaleznym
od NOX w aorcie, co mogto by¢ takze przyczyna obserwowanej dysfunkcji srédbtonka (99).

W niniejszej rozprawie doktorskiej nie badano st¢zenia osoczowego TNF, ale obserwowano
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wzrost osoczowego stezenia IL-6 oraz biatek ostrej fazy. Mozna jednak przypuszczaé,

ze poziom TNF byt rowniez podniesiony.

Co ciekawe, upo$ledzeniu =zaleznej od NO funkcji s$rodbtonka naczyniowego
towarzyszytlo kompensacyjne zwigkszenie produkcji PGIl,. Zaréwno  DuP-697,
jak 1 indometacyna znaczaco hamowaty uwalnianie PGl z kragzkow aorty. Ten wynik sugeruje,
ze gtéwnym zrodtem zwigkszonej produkcji PGIz w §cianie naczynia byta indukowalna forma
COX (COX-2) (100, 101). Ten kompensacyjny efekt moze by¢ korzystny nie tylko ze wzgledu
na naczynioprotekcyjne, przeciwzakrzepowe dzialanie PGI, ale takze ze wzgledu

na przeciwprzerzutowe wilasciwosci PGl (24, 25, 102—-104).

Uposledzeniu produkcji NO towarzyszyta tez istotnie zwigkszona ekspresja VWF,
co sugeruje prozakrzepowy fenotyp dysfunkcyjnego s$rodbtonka w aorcie w modelu
przerzutowosci nowotworowej myszy BALB/c po wszczepieniu komorek 4T1, wykrywalny
nawet wczesniej niz uposledzenie zaleznego od $rodbtonkowego NO rozkurczu aorty.
Odpowiedz ta mogta by¢ wywotana zaréwno przez systemowe czynniki prozapalne, takie jak
cytokiny 1 biatka ostrej fazy (98), jak rowniez przez krazace komorki nowotworowe (16, 105).
Istotnie, komorki nowotworowe moga indukowaé komorki $rodbtonka do uwalniania vWF,
a niektére komoérki nowotworowe maja zdolnos¢ do ekspresji vVWF de novo, co prowadzi
do tworzenia prozapalnego mikrosrodowiska, ktore sprzyja progresji samego guza,
jak 1 przerzutow, a takze mikrozakrzepicy (106). Wzrost vWF wywiera efekt prozakrzepowy,
poprzez utatwianie adhezji i agregacji ptytek krwi i zapobieganie degradacji proteolitycznej
czynnika VIII (98). Liczne dowody wskazuja, ze vVWF odgrywa tez role w procesach zapalnych
poprzez mobilizacje leukocytow 1 aktywacje dopelniacza (98). Ponadto, vWF sprzyja
tworzeniu tzw. pulapek zewnatrzkomérkowych neutrofili (ang. NET), bezposrednio oddziatuje
z NET za posrednictwem sily elektrostatycznej 1 zatrzymuje NET na powierzchni §rodbtonka.

Zarowno NET, jak i vWF moga promowac rozwoj zakrzepicy i stanu zapalnego (107).

Warto doda¢, ze wysokie poziomy vWF zostaly udokumentowane u wielu chorych
na nowotwory zlosliwe, szczegdlnie w zaawansowanym stadium choroby (106). U pacjentow
onkologicznych wysoki poziom vWF wigze si¢ z ryzykiem rozwoju zylnej choroby
zakrzepowo-zatorowej oraz gorszym rokowaniem (108). Jednym z zaproponowanych
mechanizmow wyjasniajacych zakrzepice zwigzang z rakiem jest aktywacja komorek naczyn
i1tworzenie NET pod wpltywem pecherzykow zewnatrzkomérkowych (egzosomow)

uwolnionych z komoérek nowotworowych. Mechanizm ten zostal potwierdzony przez zespot
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Leal i wsp. w modelu raka gruczotu sutkowego u myszy BALB/c. Autorzy wykazali, ze samice
myszy BALB/c po ortotopowym wstrzyknigciu komorek 4T1, oprocz znacznie zwigkszonej
liczby krazacych neutrofili, wykazywaty zwigkszone poziomy DNA i mieloperoksydazy
w osoczu, wskazujace na obecnos¢ NET. Myszy z guzem, poddane indukcji stanu zakrzepicy
zylnej lub tetniczej, w obu przypadkach wykazywaly przyspieszone tworzenie si¢ zakrzepu
w porownaniu do zwierzat kontrolnych. Leczenie rekombinowang ludzka DNazg 1 odwrdcito
prozakrzepowy fenotyp myszy z guzem w obu modelach zakrzepicy. Co ciekawe, egzosomy
pochodzace z komoérek 4T1 réwniez indukowatly tworzenie si¢ NET w neutrofilach
pochodzacych od myszy leczonych czynnikiem stymulujacym kolonie granulocytow
(ang. G- CSF). Ponadto, dozylne podanie egzosomow pochodzacych z komorek 4T1 myszom
leczonym G-CSF znaczaco przyspieszyto zakrzepicg zylng in vivo (109).

W tym kontek$cie warto podkresli¢, ze w przeciwienstwie do wzrostu ekspresji vVWF
w aorcie, w S$rodblonku ptuc w pdznym stadium tworzenia przerzutdw zaobserwowano
wyrazny spadek, a nie wzrost ekspresji vVWF. Podobne zjawisko zostato opisane w innych
badaniach przeprowadzonych w JCET przez dr M. Smede i wsp., w ktoérych wykazano
zmniejszenie ekspresji vVWF, a takze VE-kadheryny 1 biatka adhezyjnego CD31 w pdznej fazie
rozwoju mysiego raka gruczotu sutkowego u myszy BALB/c. Zmiany te zinterpretowano jako
fenotypowe przelaczenie Srédblonka pluc w kierunku komoérek mezenchymalnych (EndMT)
(110). Poznej odpowiedzi $§rodbtonka pluc towarzyszylo zmniejszenie przepuszczalnosci
bariery S$rédbtonkowej, natomiast niedobor NO w ptucach w tych badaniach takze byt
obserwowany juz od weczesnej fazy rozwoju choroby (110). Wyniki te s3 zgodne
z doniesieniami, ktore wskazuja, ze obnizony poziom NO w krazeniu promuje zjawisko
przejscia $rdédblonkowo-mezenchymalnego (111). Warto doda¢, ze EndMT bylo nasilone
umyszy starszych, wskazujac na to, ze mechanizmy uposledzenia naczynioprotekcyjnej
czynnosci srodbtonka plucnego, zaleznej od NO we wczesnej fazie procesow przerzutowosci,
mogg by¢ bardziej nasilone u osobnikow starszych (55). W tej rozprawie doktorskiej badano

jednak te procesy tylko u mtodych myszy BALB/c.

O uposledzeniu funkcji srodbtonka systemowego zwigzanym z chorobg nowotworowg
donoszono nie tylko w modelach eksperymentalnych, ale takze u pacjentow (94, 112, 113)
Co ciekawe, dysfunkcja §rédblonka systemowego towarzyszaca chorobom takim jak cukrzyca,
miazdzyca 1 otylos¢ moze przyspieszy¢ postgp choroby nowotworowej (114-116).
W badaniach przeprowadzonych w ramach tej rozprawy doktorskiej obserwowano postepujaca

aktywacj¢ ogolnoustrojowych mechanizmoéw zapalnych zaleznych od IL-6 1 biatek ostrej fazy,
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ktéra moze przyczynia¢ si¢ do dalszego przyspieszenia tworzenia przerzutow (117-119).
Znany jest bowiem zwigzek IL-6 z progresja réznych typoéw nowotworow (120-122). IL-6
stymuluje ekspresje czasteczek adhezyjnych na powierzchni $rodblonka, co moze sprzyjaé
adhezji komorek nowotworowych (123). Zwigkszone stezenie IL-6 zostalo nawet
zaproponowane jako marker prognostyczny (120, 122, 124), poniewaz stwierdzono
podwyzszone stezenie IL-6 u pacjentdw z przerzutami w pordéwnaniu do pacjentow
bez przerzutow (123, 125). Sg takze dowody na zwigzek reakcji ostrej fazy z progresjg choroby
nowotworowej. Dla przykladu haptoglobina moze by¢ podwyzszona u pacjentow
z nowotworem piersi i ta odpowiedz moze wskazywac na obecnos¢ przerzutéw (119, 126).
Z kolei SAA, mysi odpowiednik CRP, stymuluje transkrypcje prozapalnych biatek S100A8
1 S100A9, silnie zwigkszajac adhezj¢, migracj¢ 1 inwazj¢ ludzkich 1 mysich komorek

nowotworowych (127).

Podsumowujac, w pierwszej czesci rozprawy doktorskiej scharakteryzowano czasowe
zalezno$ci miedzy rozwojem dysfunkcji $rodbtonka w krazeniu plucnym i obwodowym,
wzrostem guza pierwotnego, przerzutami do pluc oraz postepujacym stanem zapalnym w toku
rozwoju choroby w mysim modelu raka gruczotu sutkowego. Wykazano, ze rozprzestrzenianie
si¢ komodrek nowotworowych i ich przerzutowo$¢ sa $ciSle zwigzane ze zmianami funkcji
1 fenotypu $rodbtonka naczyniowego w plucach juz na bardzo wczesnym etapie postepu
choroby. Natomiast dysfunkcja $rodbtonka systemowego jest obecna w zaawansowanym
stadium choroby nowotworowej 1 koreluje z silnym ogolnoustrojowym stanem zapalnym,
ktoéry z jednej strony jest odpowiedzig obronng organizmu na rozwijajacy si¢ nowotwor,
a z drugiej strony sprzyja dalszemu postgpowi choroby nowotworowej i moze przyczyniac si¢

do dalszego zwigkszania ilo$ci przerzutow.

5.2 CHARAKTERYSTYKA DYSFUNKCJI SRODBLONKA WYWOLANE]
LECZENIEM PRZECIWNOWOTWOROWYM INHIBITORAMI KINAZ
BRAF I MEK

Wyniki badan opisanych w drugiej czeSci przedstawionej rozprawy doktorskiej
dostarczyly dowodéw na to, ze inhibitory kinaz BRAF i1 MEK, takie jak dabrafenib
1 trametynib, wykazuja odmienny wplyw na czynnos¢ srodblonka naczyniowego. Zarowno
w badaniach in vivo jak i1 ex vivo, dabrafenib (inhibitor BRAF) powodowat uposledzenie
zaleznej od $rodbtonka funkcji aorty mysiej, podczas gdy trametynib nie wykazywat takiego

dziatania.
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W literaturze mozna znalez¢ doniesienia o kardiotoksyczno$ci zardwno monoterapii
z wykorzystniem trametynibu (41) jak i dabrafenibu (128). Niektore powiklania, takie jak
spadek frakcji wyrzutowej lewej komory serca (LVEF), byly czestsze u pacjentow leczonych
kombinacjg inhibitorow BRAF 1 MEK w poroéwnaniu z monoterapia polegajaca
na zastosowaniu inhibitora BRAF. Z tego powodu przypisywano je raczej dziataniu
inhibitorow MEK a nie inhibitorow BRAF. Z drugiej strony, wydluzenie odcinka QT pojawiato
si¢ upacjentow leczonych inhibitorami BRAF, vemurafenibem 1 dabrafenibem,
ale nie u pacjentow leczonych inhibitorem MEK, trametynibem (46, 129). Poniewaz jednak
obecnie leki te stosowane sg gtownie w postaci terapii skojarzonej, wiekszo$¢ danych
klinicznych dotyczy sercowo-naczyniowych powiklan u pacjentéw leczonych kombinacja
dabrafenibu i trametynibu (130). W meta-analizie pi¢ciu randomizowanych badan klinicznych
zaproponowano kilka potencjalnych mechanizmow toksycznos$ci inhibitorow BRAF i MEK
(46). Jednym z nich jest zaburzenie regulacji uktadu renina-angiotensyna, wywotane przez
hamowanie szlaku kinaz BRAF i MEK, ktérego nastgpstwem moze by¢é obserwowane
u pacjentdow nadcis$nienie tetnicze. Drugi zaproponowany mechanizm jest zwigzany
ze zmniejszong  biodostepnoscig tlenku azotu, wynikajaca zuposledzenia szlaku
sygnalizacyjnego zaleznego od czynnika wzrostu S$rodbtonka naczyniowego (VEGF),
via hamowanie $ciezki zaleznej od kinaz MAPK (46). Wskazano takze, ze szlak kinaz MAPK
moze odgrywa¢ kardioprotekcyjng role w migsniu sercowym (131). Istnieje szereg
mechanizmow, ktére wskazuja na to, ze leczenie inhibitorami BRAF i MEK moze prowadzi¢
do zaburzenia mechanizméw fizjologicznych, apoptozy, przebudowy miocytow, a nastgpnie
do zmniejszenia LVEF, a w dluzszej perspektywie do rozwoju niewydolnosci serca (46).
Hipotezy te taczy zaloZenie, Ze niekorzystne skutki dziatania inhibitorow BRAF 1 MEK
wynikaja z zahamowania ich wspdlnego docelowego szlaku zaleznego od kinaz MAPK
nie tylko w komdrkach nowotworowych, ale takze w zdrowych komorkach organizmu, w tym
w komorkach $ciany naczyn krwionos$nych. Istnieje jednak takze mozliwos¢, ze do powiklan
sercowo-naczyniowych po podaniu inhibitoréw BRAF i MEK przyczyniaja si¢ dodatkowe

efekty (ang. ,,off-target”), czyli ich oddziatywania na inne szlaki molekularne.

5.2.1 Dysfunkcja sSrodblonka naczyniowego wywolana przez dabrafenib u myszy

C57BL/6J in vivo

W modelu in vivo, zarbwno po podaniu lekéw myszom dootrzewnowo w jednorazowej

dawce, jak 1 po przedtuzonej ekspozycji myszy na leki podawane w paszy przez 7 dni,
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wykazano uposledzenie zaleznego od $rdédbtonka naczyniowego rozkurczu aorty wywotane
przez dabrafenib, ale tego efektu nie obserwowano po podawaniu trametynibu. Natomiast
zaro6wno dabrafenib jak i trametynib obnizat ekspresje srodbtonkowej syntazy tlenku azotu
na poziomie mRNA, co wydaje si¢ sprzeczne z wynikami badan czynnos$ciowych. Jednak
aktywno$¢ eNOS nie jest gldwnie regulowana na poziomie ekspresji, ale przede wszystkim
na poziomie fosforylacji eNOS (132), cho¢ réwniez zablokowanie niektérych miejsc

fosforylacji eNOS nie ma wielkiego wptywu na aktywnos$¢ tego enzymu (133).

W przeprowadzonych badaniach zaden z badanych lekéw nie miat wplywu na poziom
biatek odpowiedzialnych za utrzymanie potaczen migdzy komorkami srodblonka i regulacje
przepuszczalno$ci: kadheryny $rodblonka naczyniowego oraz klaudyny-5. Z kolei
w opublikowanych niedawno badaniach in vitro, Bromberger i wsp. wykazali wplyw
dabrafenibu w stezeniu 100 uM na ekspresje klaudyny-5 i VE-kadheryny w komorkach
srédblonka naczyn skory (DMEC), jak i1 na przepuszczalno§¢ monowarstwy utworzonej z tych
komoérek juz po 1 godzinie inkubacji (ale w nizszych st¢zeniach 1 i 10 puM dabrafenib
nie wywotat tego efektu) (134).

Istnieje wiele doniesien, ze szlak sygnalowy zalezny od BRAF odgrywa rol¢ w regulacji
przepuszczalnosci bariery §rodbtonka naczyniowego, jednak nie poprzez wptyw na ekspresje
biatek adhezyjnych, a poprzez modulowanie reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, ktore
wplywa na funkcje VE-kadheryny (135). Dorard 1 wsp. wykazali zmniejszenie
przepuszczalnos$ci bariery srodbtonkowej u myszy pozbawionych genu BRAF w komorkach
srodbtonka (135). Molekularny mechanizm regulacji przepuszczalnosci obejmuje aktywacje
sciezki RhoA/ROCK2/LIM/kofilina, co prowadzi do przebudowy F-aktyny. Mechanizm ten
zalezy od aktywnosci kinazy BRAF, wigzania BRAF z RAS/RAPI1 i zdolnos$ci do tworzenia
dimero6w BRAF/CRAF. W komorkach, w ktorych usunigto BRAF, dochodzito do wigkszej
dimeryzacji CRAF/ROCK?2 1 ich relokacji do VE-kadheryny, podczas gdy fosforylacja LIM
1 kofiliny ulegata zmniejszeniu. Kinaza LIM hamuje demontaz wtokien aktynowych
za posrednictwem kofiliny, co prowadzi do zwigkszenia ich ilosci (136, 137). Dlatego spadek
aktywno$ci LIM prowadzi do zmniejszenia zawartosci F-aktyny, tworzenia wigzek aktyny

korowej 1 zmniejszenia przepuszczalnosci srddblonka naczyn (135).

W badaniach przeprowadzonych w ramach tej pracy doktorskiej nie zbadano wptywu
dabrafenibu na przepuszczalnos$¢ bariery srodblonka in vivo, ani ex vivo. Nie mozna jednak

wykluczy¢ takiego dziatania dabrafenibu tylko w oparciu o brak zmian poziomu biatek
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odpowiedzialnych za regulacj¢ przepuszczalnosci tj. VE-kadheryny i klaudyny-5. Natomiast
stwierdzona w badaniach ex vivo aktywacja kinazy ROCK, ktoéra moze prowadzi¢ do dysfunkcji
bariery §rédbtonka, wskazuje na mozliwy udziat tego mechanizmu w toksycznosci dabrafenibu,

aspekt ten wymaga jednak potwierdzenia w dalszych badaniach.

Warto dodaé, ze uposledzenie czynnosci zaleznej od NO obserwowane po 7 dniach
podawania dabrafenibu myszom, nie prowadzito do znaczacych zmian morfologii krwi, ktore
moglyby $wiadczy¢ o procesie zapalnym. W literaturze mozna znalez¢ informacje,
ze u pacjentow onkologicznych leczonych dabrafenibem i trametynibem obserwuje si¢ wzrost
prozapalnych chemokin, ktére §wiadczg o stanie zapalnym i moga by¢ biomarkerami dziatan
niepozadanych skojarzonej terapii (138). Z kolei w badaniach na zwierzg¢tach wskazywano
raczej na przeciwzapalne dziatanie dabrafenibu (139). Natomiast w badaniach Beck i wsp., przy
znacznie wydluzonym w czasie podawaniu trametynibu (1mg/kg m.c./dzien) w paszy,
wykazano znaczacy wzrost WBC. Co wigcej, w badaniach tych trametynib (1mg/kg m.c./dzien)
powodowat takze spadek masy ciata myszy oraz wzrost $§miertelnosci do ok 50% po 60 dniach
podawania w paszy (140). Jednak w przeprowadzonych w tej pracy doktorskiej badaniach

trametynib nie miat wplywu na WBC, a jedynie na niektore parametry czerwonych krwinek.

Dawki lekéw podawane myszom dobrano w oparciu o dane literaturowe dotyczace badan
in vivo na myszach oraz wstepnych pilotowych do§wiadczen przeprowadzonych w tym celu.
Dabrafenib w modelach eksperymentalnych, jak na przyklad model ksenoprzeszczepu
ludzkiego guza, byl podawany w dawkach od 10 do 100 mg/kg/dzien (141). Do badan
toksycznego dziatania na §rédblonek wybrano dawke 50mg/kg m.c./dzien. Dawka dabrafenibu
50 mg/kg m.c./dzien w przyblizeniu odpowiada maksymalnej dawce klinicznej stosowanej
u pacjentéw, ktéra wynosi 300 mg/dzien, uwzgledniajac w przeliczeniu okoto 10-krotnie
szybszy metabolizm u myszy. Natomiast stosowane w réznych modelach zwierzecych dawki
trametynibu sg zasadniczo nizsze niz dabrafenibu 1 majg szerszy zakres od 0,1-2 mg/kg cho¢
stosowano tez dawki 10-30 mg/kg u myszy z uposSledzonym dzialaniem uktadu
immunologicznego (ang. nude mice) (142). Dla trametynibu wybrano stosunkowo wysoka,
ale dobrze tolerowang dawke Smg/kg m.c. (143), ktoéra po uwzglednieniu 10-krotnie wyzszego

tempa metabolizmu u myszy przekracza jednak dawki trametynibu stosowane u pacjentow.
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5.2.2 Dysfunkcja srodblonka naczyniowego wywolana przez dabrafenib w izolowanej

aorcie myszy CS7BL/6J ex vivo

W przeprowadzonych badaniach w modelu ex vivo z wykorzystaniem izolowanej aorty
mysiej, w pierwszej kolejnosci potwierdzono obserwowany wczesniej in vivo wptyw badanych
lekow na zalezng od $rédbtonka naczyniowego czynnos$¢ rozkurczowg mysiej aorty.
Nie stwierdzono wptywu dabrafenibu i trametynibu na czynno$¢ $rdédbtonka po 6 godzinach
inkubacji aorty z lekami, natomiast po wydtuzeniu czasu inkubacji do 24 godzin stwierdzono
upos$ledzenie rozkurczu aorty w odpowiedzi na Ach. Analogicznie jak w modelu in vivo,
uposledzenie czynnos$ci srodbtonka byto wywotane przez dabrafenib, podczas gdy trametynib
nie wywolywatl takiego efektu. Co ciekawe, we wspomnianych juz badaniach in vitro
Bromberger 1 wsp. obserwowali dzialanie dabrafenibu na komorki srodbtonka juz po jednej
godzinie inkubacji, przy czym ten efekt obserwowano w bardzo wysokim stezeniu tego leku

(100 pM) (134).

Wyniki badan czynno$ciowych w izolowanej aorcie jednoznacznie pokazaty wplyw
dabrafenibu na upos$ledzenie zaleznego od NO rozkurczu aorty, co potwierdzily wyniki
bezposrednich pomiarow produkcji NO ktora byta obnizona tylko w aorcie inkubowanej
z dabrafenibem, natomiast trametynib nie wptywat na produkcje NO. Zmniejszenie aktywnosci
syntazy tlenku azotu pod wptywem dabrafenibu wykazano rowniez posrednio na podstawie
zmniejszenia produkcji znakowanej Cytruliny+9 przez aortg pod wplywem tego leku.
Natomiast ekspresja eNOS na poziomie mRNA i na poziomie biatka byta nieznacznie obnizona
pod wpltywem zaréwno dabrafenibu jak i trametynibu. Co wigcej oba leki zmniejszaty
fosforylacje eNOS-Ser(1177), ktora jest konieczna do aktywacji tego enzymu (132), podobnie
jak oba leki spowodowaty zmniejszenie fosforylacji kinazy AKT, ktéra ma wptyw na regulacje
aktywnos$ci eNOS poprzez fosforylacje Ser1177 w obszarze tego enzymu (144). Wyniki te
w zadnym stopniu nie wyjasniajg obserwowanych roéznic w dzialaniu dabrafenibu 1 trametynibu
na produkcje NO i czynno$¢ srédblonka naczyniowego w izolowanej aorcie po 24 godzinnej
inkubacji aorty z tymi lekami ex vivo. By¢ moze w tym przypadku aktywno$¢ eNOS nie jest
regulowana poprzez fosforylacje tego enzymu w pozycji Ser 1177 (133), a zatem zmiany,
ktore opisano powyzej, nie maja wielkiego znaczenia czynnosciowego. Warto wspomniec
jeszcze jedng niespojnos¢ wynikow. Profilowanie aktywnosci kinaz wskazato na zwiekszenie
aktywnosci kinazy AKT w aortach inkubowanych z dabrafenibem, co powinno skutkowac
raczej aktywacjag eNOS 1 zwigkszeniem produkcji NO, podobnie jak zmniejszenie pod

wptywem dabrafenibu fosforylacji eNOS-Thr(495), ktéra ma hamujacy wptyw na aktywnos¢
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eNOS (132, 145). Tymczasem obserwowano zmniejszenie aktywnosci NOS (pomiar
znakowanej L-cytruliny), zmniejszenie produkcji NO (pomiar EPR), oraz uposledzenie
zaleznego od $rédbtonkowego NO rozkurczu aorty (pomiar czynno$ciowy) po inkubacji aorty
z dabrafenibem. W sumie wyniki te wskazujg na niewielkg warto$¢ potilosciowych analiz
molekularnych, albo na mechanizmy wymykajace si¢ zrozumieniu na obecnym etapie

interpretacji uzyskanych wynikow.

Wraz z upo$ledzeniem produkcji NO po inkubacji aorty z dabrafenibem
lub trametynibem, obserwowano réwniez obnizong produkcje naczynioprotekcyjnej PGIo.
Produkcja PGI jest regulowana przez aktywacj¢ szlaku MEK 1 wykazano, ze jest silnie
hamowana przez inhibitory kinazy MEK (146), zatem zmniejszenie jej produkcji potwierdza
hamujace dziatanie obu badanych lekéw w szlaku MAPK, ale nie wyjasnia obserwowanych
roéznic w ich dzialaniu. Pomimo bardzo silnego uposledzenia produkcji prostacykliny w aorcie
przez oba leki, czynno$¢ rozkurczowa zalezna od srédbtonkowego NO, byta uposledzona tylko
przez dabrafenib, wskazujac na to, ze rozkurcz byt w catosci zalezny od NO i uposledzenie
produkcji PGI nie miato zadnego wplywu na czynnos$¢ §rodbtonka. Natomiast uposledzenie
produkcji PGI> moze mie¢ takze skutki prozakrzepowe, ktére nie zostaly zbadane w ramach

tej pracy, ale warto je uwzgledni¢ w przysztych badaniach.

Omowione wyniki analiz molekularnych w izolowanej aorcie w modelu 24 godzinnej
inkubacji z inhibitorami BRAF 1 MEK nie wyjasniaja zmian obserwowanych w badaniach
czynnosciowych in vivo. Zatem mechanizm uposledzenia produkcji NO pod wpltywem

dabrafenibu wymaga glebszego wyjasnienia.

W literaturze mozna znalez¢ informacje, ze efekty uboczne u pacjentdéw leczonych
inhibitorami BRAF moga by¢ nastepstwem tego samego zjawiska, ktore odpowiada
za pojawiajaca si¢ u nich opornos¢ na leczenie, zwanego paradoksalng aktywacja ERK (134).
Polega ona na aktywacji kolejnych kinaz w kaskadzie MAPK pomimo zahamowania BRAF
na skutek r6znych mechanizméw (147-150). Paulikakos 1 wsp. wykazali, ze aktywacja ERK
w odpowiedzi na inhibitory BRAF wystepuje w szczegolnosci w komoérkach z prawidtowa
forma biatkka BRAF (151). W przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badaniach
nie stwierdzono zwigkszenia ekspresji ani fosforylacji biatka ERK po 24 godzinach inkubacji
aort z dabrafenibem. Natomiast analiza profilu aktywnosci kinaz serynowo-treoninowych
PamGene wykazata, ze w aortach inkubowanych z dabrafenibem nast¢puje aktywacja kinaz

z rodziny RSK, ktore sg efektorami kaskady sygnalowej RAS/RAF/MEK/ERK, bezposrednio
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fosforylowanymi przez ERK. Kinazy RSK stymuluja postep cyklu komorkowego i biorg udziat
w regulacji réznych procesdéw komorkowych jak wzrost, proliferacja i przezywalno$¢
(152, 153). Ich zwigkszona aktywno$¢ moze zatem $Swiadczy¢ o paradoksalnej aktywacji ERK
w aortach inkubowanych z dabrafenibem, chociaz wspomniane wyniki analizy Western Blot
tego nie wykazaty. Bromberger i wsp. takze badali zjawisko paradoksalnej aktywacji ERK
i pokazali zwiekszong ekspresj¢ 1 fosforylacie ERK w komodrkach DMEC po 1 godzinie
inkubacji z dabrafenibem w stezeniu 1 uM oraz vemurafenibem (innym inhibitorem kinazy
BRAF) w stezeniu 1 1 10 uM, podczas gdy dabrafenib w wyzszych stezeniach (10-100 uM)
hamowat aktywno$¢ ERK (134). Wydaje si¢ zatem, ze paradoksalna aktywacja ERK
to mechanizm ktdry jest uruchamiany zaleznie od stosowanego st¢zenia inhibitora BRAF.
Na podstawie otrzymanych wynikow nie mozna jednak potwierdzi¢ udzialu aktywacji kinazy

ERK w obserwowanej toksycznos$ci naczyniowej dabrafenibu ex vivo.

Wydaje si¢, ze mechanizmy odpowiedzialne za rozne efekty dzialania dabrafenibu
1 trametynibu na $rodbtonek naczyniowy moga rowniez by¢ wynikiem niespecyficznych
interakcji z innymi niz docelowe biatkami i oddziatywaniem na inne szlaki sygnalowe,
na co wskazywali takze Klaeger i wsp. ktorzy zbadali wpltyw roznych inhibitorow
na aktywnos¢ kinaz w lizatach biatkowych komorek nowotworowych (154). Autorzy wykazali,
ze dabrafenib oprocz nieprawidtowego biatka BRAF (w komoérkach z mutacja genu BRAF)
w réwnym stopniu hamuje jego prawidtowa forme oraz pozostate biatka z rodziny RAF, a takze

okoto 30 innych kinaz (154).

Aby zweryfikowa¢ te hipotezg, zbadano dzialanie dabrafenibu 1 tarmetynibu
oraz ich kombinacji na szeroki panel kinaz serynowo-treoninowych z wykorzystaniem
innowacyjnej technologii PamGene. W oparciu o analize fosforylacji substratow kinaz,
swiadczace] o aktywacji specyficznych kinaz w aortach inkubowanych z dabrafenibem,
uzyskano zaskakujace wyniki. Dabrafenib spowodowal aktywacje wielu réznych kinaz,
zamiast spodziewanego zahamowania aktywnosci kinaz zwigzanych z mechanizmem dziatania
tego leku. Wynik ten potwierdzit niespecyficzne dziatanie dabrafenibu na liczne kinazy, inne
niz BRAF, ktore to dziatanie mogto by¢ odpowiedzialne za uposledzenie czynnosci srodbtonka
wywolane przez dabrafenib. Z kolei w aortach inkubowanych z samym trametynibem
zaobserwowano niewielki efekt (1 miejsce fosforylacji). Ze wzglgdu na fakt, Ze zmniejszenie
aktywnosci kinaz z panelu STK, uznaje si¢ za istotne jezeli wskazuje na to co najmniej

8 istotnych miejsc fosforylacji, tego typu wyniki 1 analize UKA nalezy interpretowac ostroznie,

105



a obserwowany efekt trametynibu ma niski poziom istotnosci statystycznej. Zatem wigksze

znaczenie wydaja si¢ mie¢ wyniki uzyskane dla dabrafenibu.

5.2.3 Aktywnos¢ kinazy ROCK a uposledzenie czynnosci sSrodblonka naczyniowego

Aktywowana przez dabrafenib kinaza ROCK2 jest czescig szlaku RhoA/ROCK. Znane
sg dwie izoformy kinazy ROCK: ROCK1 i ROCK2, ktore posrednicza w regulacji réoznych
funkcji komorkowych takich jak apoptoza, wzrost, migracja, metabolizm, a nawet fagocytoza
i uwalnianie cytokin zapalnych (58, 155-158). Opisano zwigzek kinaz ROCK z funkcja
srédblonka naczyniowego, migsni gladkich oraz czynno$ci mig$nia sercowego (159-161).
Wykazano, ze aktywno$¢ kinaz ROCK jest podwyzszona w zaburzeniach uktadu sercowo-
naczyniowego 1 zwigzana z procesami patologicznymi, takimi jak niedokrwienie mig$nia
sercowego, przerost serca, widknienie serca, zaburzenia ci$nienia krwi i nadci$nienie plucne

(58, 155, 162).

W komoérkach migsni gladkich kinazy ROCK odgrywaja gtowna rolg w generowaniu
kurczliwosci aktyny i miozyny oraz w regulacji dynamiki cytoszkieletu aktynowego poprzez
fosforylacje r6znych biatek, takich jak tancuch lekki miozyny (MLC), kinazy LIM, adducyny,
czy biatka ERM (ang. ezrin, radixin, moesin) (161). Kinaza ROCK reguluje fosforylacj¢ MLC
takze posrednio poprzez hamowanie aktywnosci fosfatazy MLCP. Ponadto, aktywacja ROCK
powoduje zwigkszenie wrazliwosci komorek miegsni gladkich na wapn, co sprzyja
ich kurczliwosci (155). Co ciekawe, podobne zmiany kurczliwo$ci mie$ni gladkich powoduje
aktywacja kinazy biatkowej A (PKA) (163, 164), ktorej podwyzszona aktywno$¢ takze byla
stwierdzona w krazkach aorty inkubowanych z dabrafenibem. Obserwowane zmiany
kurczliwosci krazkow aorty inkubowanych z dabrafenibem moga mie¢ zatem zwigzek

z aktywacja tych kinaz.

Wiele prac wskazuje na role szlaku RhoA/ROCK w funkcjonowaniu $rodbtonka
naczyniowego. Rho/ROCK negatywnie reguluje funkcje $rédbtonka na poziomie ekspresji
1 aktywacji eNOS za posrednictwem dwdch odrgbnych mechanizmow (155). Pierwszym jest
regulowanie ekspresji eNOS na poziomie mRNA poprzez zmniejszanie stabilnosci mRNA
eNOS za posrednictwem zmian cytoszkieletu aktynowego (165). Drugi wptywa na jego
aktywnos¢, gdyz wykazano, Zze hamowanie szlaku Rho/ROCK prowadzi do szybkiej
fosforylacji 1 aktywacji eNOS poprzez szlak zalezny od PI3K/AKT (166). Wykazano ponadto,
ze prozapalny mediator lipidowy kwas lizofosfatydowy (LPA) aktywuje szlak ROCK

w ludzkich komorkach §rédbtonka, ktory moze posredniczy¢ w indukowaniu ekspresji 1L-8
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1 MCP-1 (167). Hamowanie ROCK moze zapobiegac ekspresji ICAM-1, hamowac¢ aktywnos$¢
czynnika jadrowego NF-kB (168), oraz obniza¢ ekspresje czynnika tkankowego w komodrkach
srodbtonka co sugeruje, ze szlak RhoA/ROCK jest zaangazowany w mechanizm powstawania
zakrzepu (169). Wykazano takze, ze aktywacja RhoA/ROCK przez biatko C-reaktywne
zwigksza ekspresj¢ inhibitora aktywatora plazminogenu-1 w $rédbtonku (170). Wrod skutkow
aktywacji kinazy ROCK wymienia si¢ takze indukowanie produkcji ROS (171-173),
a z drugiej strony aktywacja ROCK moze by¢ odpowiedzig na stres oksydacyjny (58). Ponadto
ROCK ma tez wplyw na przepuszczalno$¢ srédbtonka naczyniowego, gdyz podstawowa
aktywno$¢ kinazy RhoA/ROCK jest niezbgdna do regulacji integralnosci bariery
srodblonkowej, a jej nadmierna aktywacja moze prowadzi¢ do dysfunkcji bariery §rodbtonka,

poprzez omowione wczesniej zmiany cytoszkieletu na skutek fosforylacji kinaz LIM.

W Swietle powyzszych informacji, aktywacja kinazy ROCK w aortach inkubowanych
z dabrafenibem oraz z dabrafenibem w kombinacji z trametynibem, moze by¢ przyczyng
obserwowanej w tych aortach dysfunkcji §rodbtonka naczyniowego i moze tez posredniczy¢
w wielu innych niekorzystnych skutkach dziatania dabrafenibu na uklad sercowo-naczyniowy

obserwowanych u pacjentow.

5.2.4 Aktywnos¢ kinazy CAMK?2 a uposledzenie czynnosci Srédblonka naczyniowego

W aortach inkubowanych z dabrafenibem wykazano takze wzrost aktywnosci kinaz
biatkowych zaleznych od Ca?"/kalmoduliny (CAMK), w tym wszystkich czterech izoform
kinazy CAMK2 (174). Szlak sygnatlowy CAMK?2 aktywowany jest w odpowiedzi na wzrost
wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia 1 reguluje szeroki zakres funkcji komoérkowych
w roznych typach komorek i tkanek (175), m.in. odgrywa role w produkcji glukozy w watrobie
1 w szlaku sygnatowym insuliny (176), w progresji cyklu komorkowego (177), czy w funkcji
uktadu odpornosciowego (178). W uktadzie nerwowym sygnalizacja CAMK2 moduluje
uwalnianie neuroprzekaznikow i tzw. dtugotrwate wzmocnienie (ang. long term potentiation,
LTP), ktére wzmacnia transmisj¢ synaptyczng mi¢dzy neuronami, a deregulacja tego szlaku
jest powigzana z chorobami neurodegeneracyjnymi (179-181). Z kolei w sercu sygnalizacja
CAMK?2, wplywajac na gospodarke wapniowa i sprz¢zenie pobudzenia i skurczu, moduluje
czestos¢ akcji serca 1 kurczliwo$¢ migsnia sercowego, co jest istotne dla prawidtowej funkcji
serca. Aktywacja CAMK2 wptywa na funkcje kanalow wapniowych 1 wrazliwos¢ wiokien
migsniowych serca na jony wapnia (182, 183). Nadmierna aktywacja kinaz CAMK2 moze

prowadzi¢ do zmiany sygnalizacji wapniowej w kardiomiocytach, powodujac w rezultacie
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zaburzenia rytmu serca, a takze do szkodliwej przebudowy serca, wplywajac na procesy takie
jak przerost i apoptoza. Rola CAMK?2 jest dobrze udokumentowana w patofizjologii kilku
powszechnych chorob serca takich jak przerost serca, arytmie komorowe, migotanie
przedsionkéw, niewydolnos¢ serca, a takze kardiomiopatia cukrzycowa (184—188).
Co ciekawe, u pacjentow onkologicznych z mutacjami KRAS i BRAF stwierdzono, ze wysoki
poziom wapnia w surowicy byl negatywnym czynnikiem prognostycznym (189). Utrata
homeostazy Ca** uznawana jest za wazna site napedowa postepu choréb nowotworowych
(190). Pompa Ca** PMCA4b pomaga w usuwaniu jondéw Ca>" z komoérek, co zmniejsza
migracje i1 potencjat metastatyczny komoérek nowotworowych. Wykazano, ze w komoérkach
czerniaka z mutacja BRAF poziom PMCAA4b jest niski, ale znacznie wzrasta po leczeniu

inhibitorem BRAF vemurafenibem (191, 192).

Szeroko opisana w literaturze jest takze rola CAMK2 w fizjologii naczyn krwionosnych,
w tym w regulacji ci$nienia krwi, napigcia naczyniowego, jak i w przebudowie naczyn
po urazie. CAMK?2 pomaga utrzymaé homeostaze wewnatrzkomérkowa Ca** w komorkach
migéni gladkich naczyn, ale nie jest wymagany do wywotanego agonista skurczu naczyn
(175,193). Liczne badania potwierdzaja koncepcje, ze przewlekta aktywacja CAMK2
wystepuje w roznych chorobach uktadu krazenia, jednak dane dotyczace roli CAMK2
w regulacji aktywno$ci eNOS sa sprzeczne (194). Niektore badania sugeruja, ze CAMK2
bezposrednio reguluje produkcje NO poprzez fosforylacje eNOS (195, 196) i moze
posredniczy¢ w rozkurczu naczyn (197), podczas gdy Murthy 1 in. wykazali, Zze zahamowanie
CAMK?2 w komorkach $rodblonka nie zmniejsza zaleznego od NO rozkurczu naczyn
krwiono$nych (194). W $wietle tych doniesien trudno z cala pewnoscig stwierdzic,
ze wywolana dabrafenibem dysfunkcja srodbtonka jest nastepstwem obserwowanej aktywacji
CAMK2. W celu bezposredniego potwierdzenia tej hipotezy, przeprowadzono wigc
interwencje farmakologiczne z uzyciem inhibitorow CAMK2, co omoéwiono szerzej w dalszej

czesci dyskus;ji.

5.2.5 Dabrafenib a stres oksydacyjny i metabolizm komorkowy

Jedng z postawionych w niniejszej pracy hipotez wynikajacych z uzyskanych wynikow
jest postulowany udzial zwigkszenia produkcji ROS w dysfunkcji §rédbtonka wywotanej przez
dabrafenib. W badaniach in vitro wielokrotnie wykazano, ze inhibitory BRAF indukuja
produkcje ROS w komorkach czerniaka (198, 199). Natomiast w przeprowadzonych w ramach

pracy doktorskiej badaniach nie udato si¢ zmierzy¢ ROS w inkubowanych z dabrafenibem
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aortach, jednak wyniki przeprowadzonych badan posrednio wskazujg na ich zwigkszona

produkcje.

Wykorzystujac ostatnio opracowang przez zespdt JCET metodologi¢ badania profilu
czynnosciowych odpowiedzi metabolicznych w niewielkich krazkach izolowanej aorty mysiej
(57) wykazano, ze dabrafenib wywotywat zwigkszenie poziomu podstawowej konsumpcji
tlenu oraz nieznaczne podwyzszenie poziomu konsumpcji tlenu sprzezonej z produkcja ATP
i glikolizy, co $wiadczy o aktywacji metabolizmu komorkowego w aorcie pod wplywem
dabrafenibu. Dabrafenib sam, jak i w kombinacji z trametynibem, spowodowat ponadto istotny
wzrost przecieku protonow w krazkach aorty, co moze by¢ wynikiem aktywnego mechanizmu
kompensacyjnego, na przyktad w odpowiedzi na nadmierng produkcje ROS przez tancuch
mitochondrialny (200). Wykazano, ze wyciek protonéw zmniejsza wytwarzanie ROS,
natomiast ROS indukuja wyciek jonow H', co sugeruje istnienie petli sprz¢zenia zwrotnego
migdzy ROS, a wyciekiem H" (201). W komérkach nowotworowych dabrafenib wywotywat
zmiany czynnosci mitochondriow takie jak: rozprz¢zenie tancucha mitochondrialnego, spadek
potencjalu mitochondrialnego i wzrost ROS (199, 202), wiec ta hipoteza wydaje si¢
prawdopodobna, ale wymaga doswiadczalnego potwierdzenia, co do znaczenia tych
mechanizméw w naczyniach krwiono$nych 1 ich udziale w wywotywaniu dysfunkcji

srodbtonka przez dabrafenib.

Warto takze zwréci¢é uwage na zwigzek omowionej wcezesniej kinazy CAMK?2
1 sygnalizacji wapniowe] z produkcja ROS w komorkach. Interakcje miedzy ROS,
a sygnalizacja wapniowg uwaza si¢ za dwukierunkowe. ROS reguluja sygnalizacje komorkowa
zalezng od jonéw Ca** oraz powoduja uwalnianie Ca*" z retikulum endoplazmatycznego,
co prowadzi do aktywacji CAMK?2 (203, 204). Nasilenie sygnalizacji zaleznej od jonow Ca®*
jest Scisle zwigzane z nadmierng produkcja ROS. W szczeg6lnosci, w mitochondriach
zwigkszone stgzenie jondOw wapnia stymuluje aktywnos¢ tancucha transportu elektronow,
co prowadzi do wigkszego uwalniania reaktywnych form tlenu (205). Ponadto, zmiany
w komunikacji miedzy ROS i Ca’* mogg prowadzi¢ do zaburzenia bioenergetyki
mitochondrialnej 1 w konsekwencji do uszkodzen tkanek o duzym zapotrzebowaniu na energie,
takich jak serce (205). Sg takze dowody, ze CAMK2 reguluje produkcje ROS przez oksydazg
NADPH. Opisano m.in. aktywacje CAMK2 w cukrzycy, ktdrej nastgpstwem jest produkcja
ROS przez NOX2, co moze przyczynia¢ si¢ do dalszej aktywacji CAMK?2 (206). Aktywno$¢

NOXS, takze jest zalezna od CAMK2 1 jest regulowana przez wewnatrzkomorkowy poziom
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jonow wapnia (207). Co ciekawe, NOXS jest rowniez aktywowana przez kinaz¢ PKCa (208),

ktorej aktywnos$¢ takze byla zwigkszona w aortach inkubowanych z dabrafenibem.

Mimo, ze nie zbadano produkcji ROS w aortach inkubowanych z dabrafenibem, opisane
powyze] mechanizmy jak 1 literatura naukowa silnie przemawiajg za udzialem ROS
w indukowaniu przez dabrafenib dysfunkcji §rédbtonka. Dlatego przeprowadzono interwencje
farmakologiczne, omowione w dalszej czg$ci dyskusji, z uzyciem przeciwutleniaczy o ré6znych

mechanizmach dzialania.

5.2.6 Aktywacja kinaz jako kompensacyjna odpowiedz komorek Srodblonka

na dzialanie dabrafenibu

We wspomnianych juz badaniach in vitro, Bromberger i wsp., z wykorzystaniem
fosfoproteomiki opartej na spektrometrii mas, wykazali zmian¢ aktywnoS$ci szeregu kinaz
w komorkach $§rodblonka DMEC po 1 godzinie inkubacji z dabarfenibem. Wykazali oni
zarowno zahamowanie kinaz szlaku MAPK, czyli docelowego szlaku dla inhibitorow BRAF,
ale takze zahamowanie aktywnos$ci szeregu innych kinaz, m.in. kilku CDK i GSK3-o/f,
potwierdzajac tym samym niespecyficzne dziatanie dabrafenibu (134). Jednocze$nie autorzy
wykazali rbwnoczesng aktywacj¢ kilkunastu kinaz, z ktérych cze$¢ pokrywa si¢ z kinazami,
ktorych aktywacje stwierdzono w aortach inkubowanych z dabrafenibem przez 24 godziny,
takich jak: PRKACA (PKA), AKT, kinazy z rodziny RSK, PKC, PKG i CAMK2 (134).
By¢ moze obserwowana w przeprowadzonych badaniach tej pracy doktorskiej aktywacja
licznych kinaz, przy jednoczesnym braku zahamowania docelowego szlaku MAPK przez
dabrafenib, jest wynikiem dtuzszego czasu (24 godziny) inkubacji z lekiem niz w pracy
Bromberger 1 wsp (134), przez co obserwujemy w duzej mierze wtorng, kompensacyjng reakcje
komorek, na wywotane wczesniej przez dabrafenib zmiany sygnalizacyjne w aorcie.
Dla przyktadu, kinazy PKA i PKG, aktywowane przez cykliczne nukleotydowe przekazniki
wtorne (odpowiednio cAMP 1 cGMP), reguluja kurczliwos¢ migsni gladkich naczyn i cisnienie
krwi poprzez modulacje wewnatrzkomorkowego poziomu wapnia (209), a takze aktywuja
eNOS poprzez fosforylacje seryny 1177 (210). Kinazy te maja jednak takze inny mechanizm
regulujacy ich aktywno$¢. Sa one wrazliwe na reakcje redoks i moga by¢ aktywowane
niezaleznie od stymulacji cyklicznymi nukleotydami przez utleniacze komoérkowe. Dziatajg
wiec one jak ,,czujniki utleniania”, zatem ich aktywacja moze by¢ odpowiedzig na zwigkszong
produkcje ROS w komorkach (209), podobnie jak omoéwiona wczesniej aktywacja ROCK
1 CAMK.
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5.3 FARMAKOLOGICZNE STRATEGIE PRZECIWDZIALANIA DYSFUNKCIJI
SRODBLONKA WYWOLANEJ PRZEZ DABRAFENIB

W ostatniej serii doswiadczen przeprowadzonych w przedstawionej pracy doktorskiej
podjeto probe farmakologicznego przeciwdzialania wywotanej przez dabrafenib dysfunkcji
sroédbtonka w modelu izolowanej aorty ex vivo. W oparciu o wyniki badan, wybrano inhibitory

kinaz ROCK i CAMK2 oraz przeciwutleniacze o réznych mechanizmach dzialania.

5.3.1 Dzialanie fasudilu - inhibitora kinazy ROCK na czynno$¢ S$rodblonka

naczyniowego

Istniejg dane w literaturze sugerujace, ze hamowanie kinazy ROCK jest atrakcyjnym
celem terapeutycznym w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego. Wykazano, ze hamowanie
kinazy ROCK przez statyny lub selektywne inhibitory ROCK prowadzi do zwigkszenia
aktywnos$ci syntazy tlenku azotu $rddbtonka (eNOS), zmniejszenia stanu zapalnego naczyn
izmniejszenia powstawania blaszek miazdzycowych (155, 159). Najczgsciej uzywanym
w badaniach podstawowych inhibitorem kinaz ROCK jest fasudil, ktory jest takze pierwszym
zatwierdzonym inhibitorem ROCK do wuzytku klinicznego. Dziatanie fasudilu polega
na hamowaniu ROCK poprzez blokowanie wigzania ATP z kinazg (160, 211, 212). Co istotne,
fasudil jest niespecyficznym inhibitorem obu izoform ROCK, ale ma réwniez dziatanie
hamujace na kinazy biatkowe PKA, PKC i PKG, ktorych aktywacje przez dabrafenib
takze wykazata analiza profilu aktywnosci kinaz PamGene. W przeprowadzonych badaniach
ex vivo fasudil tylko czesciowo przeciwdziatat uposledzeniu produkcji NO w krazkach aorty
inkubowanych z dabrafenibem, natomiast istotnie hamowat zwigkszong kurczliwo$¢ aorty
w odpowiedzi na KCl. By¢ moze obserwowane dziatanie fasudilu na popraw¢ odpowiedzi
rozkurczowych w izolowanych krazkach aorty wynika gldwnie z dziatania tego inhibitora
na mi¢s$nie gltadkie naczyh. Poza dzialaniem na aktywnos¢ kinaz, fasudil jest takze silnym
antagonistg kanalu Ca®*, co moze byé przyczyna jednego ze skutkéw ubocznych fasudilu
u pacjentéw, ktorym jest silne obnizanie ci$nienie krwi. Nie mozna wykluczy¢,
ze ten niezalezny od hamowania kinaz ROCK mechanizm dziatania fasudilu mial znaczenie

w regulacji kurczliwosci aorty (211).
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5.3.2 Ochronne dzialanie inhibitorow CAMK?2 na czynnosci Srodblonka naczyniowego

W poszukiwaniu skutecznego inhibitora CAMK?2 zastosowano zwigzek KN-93, ktory jest
najczesciej stosowany w badaniach nad funkcja CAMK2. Obecnie uwaza si¢, ze KN-93 nie jest
inhibitorem CAMK2 per se, ale raczej antagonista kalmoduliny, ktory dziata poprzez
blokowanie wiazania wapnia/kalmoduliny (Ca**/CaM) do domeny regulacyjnej kinazy (62).
Badania w r6znych modelach zwierzecych wykazaty potencjalng skuteczno$¢ zwigzku KN-93
w chorobie Parkinsona, niedokrwieniu moézgu, niedotlenieniu, czy zapaleniu trzustki.
W tym ostatnim KN-93 ma dzialanie ochronne na komorki zrazikowe trzustki poprzez
hamowanie produkcji ROS 1 ekspresji kompleksow martwiczych (RIP3 i p-MLKL) (213).
Co cickawe, w przeprowadzonych w ramach pracy doktorskiej badaniach, KN-93
przeciwdziatat uposledzeniu czynnosci §rodbtonka wywotanemu przez dabrafenib, ale nie miat
wplywu na produkcj¢ NO w aortach. Nalezy podkresli¢, ze KN-93 jest nieselektywnym
inhibitorem kinazy CAMK?2, majacym wplyw takze na kanaty jonowe takie jak kanaly Ca®"
i kanaty K" zalezne od napiecia, oraz na inne kinazy, w tym CAMKI i CAMKIV, przez co jego
zastosowanie jest krytykowane przez niektorych badaczy (194, 214). Dla pordwnania
zastosowano takze drugi inhibitor CAMK-IN-1, ktéory hamuje dziatanie kinazy
przez zablokowanie jej miejsca wigzania ATP. CAMK-IN-1 silniej niz KN-93 przeciwdziatat
dysfunkcji $rédblonka, niemal calkowicie znoszac niekorzystne dziatanie dabrafenibu,
ale tylko w niewielkim stopniu zwigkszat produkcje NO w aortach. Mimo, iz CAMK-IN-1
jest uznawany za silny 1 wysoce selektywny inhibitor CAMK2, wykazuje on takze hamujace
dziatanie wobec CAMKIV, MLCK, p38a, AKT1 i PKC (215). Tak szeroki profil hamujacy
zastosowanych inhibitorow CAMK2 utrudnia interpretacje uzyskanych wynikow, ale takze
uniemozliwia zastosowanie tego zwigzku u ludzi. Poszukiwanie inhibitorow CAMK2
pod katem ich klinicznego zastosowania jest trudne ze wzgledu na wielofunkcyjng naturg
CAMK?2 oraz ré6znorodnos$¢ jej izoform i wariantéw splicingowych, ktore jednak maja 89-93%
podobienstwa sekwencji w swoich domenach katalitycznych 1 autoregulacyjnych (216). Oprocz
zaangazowania w mechanizmy chorobowe, kinaza CAMK?2 odgrywa takze kluczowa role
w regulacji procesow komorkowych i fizjologicznych w r6znych tkankach m.in. aktywnos$¢
CAMK?2 odgrywa role w uczeniu si¢ i zapamig¢tywaniu (206). W ciggu ostatniej dekady
pojawito si¢ kilka potencjalnych strategii, w tym mate czasteczki oraz peptydy i1 nukleotydy,
ktore rokuja nadziej¢ na rozrdznienie patologicznej i1 fizjologicznej aktywnosci CAMK2,
co ma kluczowe znaczenie dla opracowania skutecznych terapii (175). Jednak do dzi$

nie przeprowadzono zadnego badania klinicznego, aby przetestowaé inhibitory CAMK2
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u pacjentéw (206). Natomiast w badaniach przesiewowych wsrdd juz zatwierdzonych
klinicznie lekoéw zidentyfikowano ruxolitinib, ktéry jest inhibitorem szlaku kinazy JAK
stosowanym w leczeniu mielofibrozy, jako inhibitor kinazy CAMK?2 zapobiegajacy arytmiom
wywotanym przez nadaktywnos¢ CAMK2 w modelach mysich, bez negatywnego wptywu
na funkcje poznawcze. Jednakze skutecznos$¢ ruxolitynibu w hamowaniu CAMK2 w zakresie
dawek tolerowanych przez cztowieka wymaga jeszcze potwierdzenia (217, 218).
W przeprowadzonych badaniach nie stosowano jednak inhibitora JAK do zahamowania
CAMK2. Tego typu badania warto przeprowadzi¢ w przysztosci zwazywszy, ze inhibitory JAK
sa coraz szerzej stosowanymi lekami w warunkach klinicznych w leczeniu wielu r6znych

choréb o podtozu zapalnym (219).

5.3.3 Ochronne dzialanie inhibitor6ow NOX (apocyniny i setanaxibu)
oraz przeciwutleniacza mitochondrialnego (MitoTEMPO) na upoS$ledzenie

czynnosci Sréodblonka naczyniowego wywolane przez dabrafenib

Odpowiedni poziom ROS jest niezbedny do zachowania sygnalizacji komodrkowej
oraz odpowiedzi immunologicznej. Natomiast ich nadmierna produkcja w odpowiedzi na rézne
bodzce wywoluje stres oksydacyjny i1 dysfunkcj¢ $rodbtonka, ktore sa charakterystyczne
dla chorob uktadu krazenia (220). W $rdédblonku i migsniach gladkich naczyn krwiono$nych
ekspresji ulegaja cztery izoformy oksydazy NADPH (enzymu odpowiedzialnego za produkcje
ROS): NOX1, NOX2, NOX4 i NOXS5 (221). Specyficzne izoformy NOX odgrywaja istotng
role w przebiegu réznych stanéw patologicznych. Przyktadowo, NOX1 moze powodowac
powiklania naczyniowe w cukrzycy, takie jak retinopatia. Z kolei izoforma NOX2,
cho¢ poczatkowo taczona gtownie z funkcja fagocytow, jest najszerzej wystepujaca izoforma
w licznych tkankach 1 narzadach (m.in. w neuronach, kardiomiocytach, hepatocytach,
czy mig$niach szkieletowych), gdzie odgrywa istotng rol¢ w insulinoopornosci 1 jest
mediatorem stresu oksydacyjnego wywolanego przez angiotensyne II podczas nadci$nienia.
[zoformy NOX1, NOX2 1 NOX4 biorg udziat w inicjowaniu wtdknienia watroby, a NOX4
odgrywa role w mediacji sygnalizacji TGFB-1 w rozwoju wtoknienia ptuc (221, 222). Izoforma
NOXS5 jest najstabiej zbadang izoformg oksydazy NADPH ze wzgledu na brak jej ekspresji
u gryzoni. Wiadomo jednak, ze pelni funkcje zaréwno w homeostazie, jak i w stanach
chorobowych (221, 223). W przeprowadzonych badaniach sprawdzono zatem wplyw
apocyniny, inhibitora izoformy NOX2, o dobrze juz przebadanym dziataniu 1 szerokim

zastosowaniu u pacjentdw (224) oraz setanaxibu (bgdacego w fazie badan klinicznych
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podwdjnego inhibitora NOX1/4) (225) na dysfunkcj¢ $srodblonka wywolang przez dabrafenib.
Oba zwigzki w podobnym, ale niewielkim stopniu przeciwdziataty upos$ledzeniu czynnosci

srodbtonka aorty przez dabrafenib.

Oprécz oksydazy NADPH, istotnym zrodiem wolnych rodnikow w komorkach
srodbtonkach sg takze mitochondria. Antyoksydanty ukierunkowane na mitochondria wykazujg
skuteczno$¢ w tagodzeniu chorob, ktérym towarzyszy stres oksydacyjny. Przyktadem takiego
zwigzku jest mitoTEMPO, ktory jest ukierunkowanym na mitochondria mimetykiem
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) (226). W modelach zwierzecych wykazano, ze zwigzek ten
chroni przed uszkodzeniem oksydacyjnym w chorobach takich jak uszkodzenie watroby
wywotane endotoksynag (227), ostre uszkodzenie nerek wywotane sepsg (228), kardiomiopatia
cukrzycowa (229), czy nadcisnienie (230). Wykazano takze, ze mitoTEMPO skutecznie
fagodzi kardiotoksyczno$¢ wywotang przez chemioterapeutyk 5-Fluorouracyl (231). Wyniki
przeprowadzonych badah w ramach niniejszej pracy doktorskiej wskazuja, ze mitoTEMPO
istotnie poprawiat zalezne od $rodblonka odpowiedzi rozkurczowe krazkow aorty
inkubowanych z dabrafenibem, jednak nie wplywat na produkcje NO w aorcie. Uzyskane
wyniki sugeruja, ze przeciwutleniacze ukierunkowane na mitochondria, takie jak mitoTEMPO,
moga stanowi¢ strategi¢ niwelowania toksycznosci wywotanej przez inhibitory BRAF.
Jednak duzym wyzwaniem dla tego typu zwiazkéw jest ryzyko zaburzenia fizjologicznej
funkcji mitochondriow 1 zahamowania protekcyjnego dziatania ROS w warunkach

fizjologicznych (232).

Ponadto, ROS moga bezposrednio wptywaé¢ na rozwoj choroby nowotworowej.
Zaburzona homeostaza redoks 1 wysoki poziom ROS przyczyniaja si¢ do rozwoju i1 progresji
chorob nowotworowych, powodujagc zaburzenia rdéznych szlakow  sygnatowych
1 przyspieszajac procesy takie jak przejscie nablonkowo-mezenchymalne (EndMT) (233).
Z drugiej strony ROS mogg wywiera¢ dzialanie cytotoksyczne wobec komorek
nowotworowych w krazeniu, poprzez uruchamianie sygnalizacji $mierci komodrkowej
po oderwaniu si¢ przerzutujacych komoérek nowotworowych od macierzy pozakomoérkowe;j
(ECM), podczas gdy przeciwutleniacze moga blokowa¢ ten mechanizm 1 zwigksza¢ czestos¢
przerzutow (234). W tym kontekscie, nie sg zaskakujace doniesienia ze stosowanie u pacjentow
onkologicznych suplementow antyoksydacyjnych (witamin A, C i E, karotenoidow, koenzymu
Q10), zar6wno przed leczeniem jak i w jego trakcie, wigzato si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
nawrotu choroby (235). Nalezy jednak doda¢, ze zwigkszenie produkcji ROS rowniez moze

indukowac procesy prowadzace do $mierci komoérek nowotworowych i, tym samym, moze by¢
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jednym z mechanizmoéw dziatania niektorych lekéw chemioterapeutycznych. Cytokosyczny
dla komoérek nowotworowych poziom ROS moze by¢ generowany m.in. przez antracykliny,
kompleksy na bazie platyny, czy srodki alkilujgce (236). Zwiazki antyoksydacyjne moga
hamowac¢ toksyczne dziatanie tych lekow na srdédbtonek, ale istnieje ryzyko, ze jednoczesnie
mogag zmniejszy¢ przeciwnowotworowg skuteczno$¢ tych lekow (237). Dlatego tak wazne jest
dokladne zrozumienie molekularnych proceséw zwigzanych z wytwarzaniem ROS
w przebiegu choréb nowotworowych, oraz w fizjologii i patologii naczyn krwiono$nych
1 srodbtonka. Sugeruje si¢, ze farmakologiczne hamowanie ROS i wzmacnianie mechanizmoéw
antyoksydacyjnych oferuje nowe strategie przezwycig¢zania oporno$ci na inhibitory BRAF
1 MEK (236). Jednakze w niektorych badaniach przeciwutleniacze stosowane w walce
z czerniakiem nie tylko nie zatrzymywaty postgpu choroby, ale sprzyjaty jej progresji
(237-39). Zatem u pacjentdéw z juz rozwini¢ta opornoscia na leczenie, bioragc pod uwage
nadprodukcje ROS w komorkach czerniaka opornych na inhibitory BRAF i MEK, strategia
terapeutyczna polega na dalszym zwigkszaniu produkcji ROS za pomoca Ileku
prooksydacyjnego w potaczeniu z hamowaniem BRAF (241). Aspekty te nalezy wzigé
pod uwage poszukujac mozliwosci ochronnego dziatania antyoksydantow na S$rodbtonek
naczyniowy i prob ograniczenia niekorzystnego dziatania inhibitor6w BRAF na $rodblonek

naczyniowy.

W tym kontekscie wyniki niniejszej pracy moga mie¢ warto$¢ translacyjng wskazujac,
ze bardziej obiecujace wydajg si¢ proby hamowania toksycznosci inhibitorow BRAF oparte
o inhibitory kinaz CAMK2 oraz, w mniejszym stopniu, hamowanie szlaku zaleznego od kinaz
ROCK. Wartym sprawdzenia w przysztosci moze by¢ takze potaczenie dwoch rdznych strategii
przeciwdziatania dysfunkcji srédbtonka wywotanej przez dabrafenib, na przyktad jednoczesne

zahamowanie aktywnos$ci kinaz CAMK?2 oraz generacji mitochondrialnych ROS.
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6 WNIOSKI

1.

W mysim modelu raka gruczolu sutkowego 4T1 dysfunkcja §rodbtonka pojawita si¢
zar6wno na wczesnym jak i péoznym etapie rozwoju choroby nowotworowej. Wczesna
dysfunkcja §rédbtonka w plucach wyprzedza rozwoj przerzutéw i moze si¢ przyczyniac
do patofizjologii przerzutowosci nowotworowej. Natomiast systemowa dysfunkcja
srédblonka naczyniowego jest zalezna od rozwoju ogolnoustrojowego stanu zapalnego,
pojawia si¢ w pdznym etapie choroby nowotworowej i moze przyczyniac si¢ do dalszego
postepu choroby nowotworowej, jak réwniez moze prowadzi¢ do przyspieszonego

rozwoju choréb uktadu krazenia.

Inhibitor kinazy BRAF — dabrafenib, wywotywal dysfunkcje $§rodbtonka naczyniowego
w aorcie myszy C57BL/6J in vivo obserwowana juz po 6 godzinach od jednorazowego
podania, ktéra widoczna byta tez po 7 dniach podawania tego leku w paszy. Takich efektow
nie wywolywat inhibitor kinazy MEK — trametynib. Dysfunkcja §rédbtonka naczyniowego
byta takze indukowana przez dabrafenib w warunkach ex vivo po 24 godzinach inkubacji
aorty w obecnosci leku. Podobnie jak w warunkach in vivo, takiego efektu nie wywotywat
trametynib. Mozna wiec sadzi¢, ze za niekorzystne dziatanie naczyniowe terapii
skojarzonej polegajacej na zastosowaniu inhibitorow BRAF 1 MEK (dabrafenib

1 trametynib), opisywane w literaturze u pacjentow, moze odpowiada¢ dabrafenib.

Mechanizm uposledzenia czynno$ci srodbtonka naczyniowego przez dabrafenib zwigzany
jest ze zmniejszeniem aktywnosci eNOS, zwigkszeniem produkcji reaktywnych form
tlenu, a takze zwigkszeniem aktywnosci niektorych kinaz serynowo-treoninowych,
w tym szlakow sygnatowych zaleznych od kinaz CAMK2 1 ROCK. Obserwowany wzrost
aktywnosci licznych kinaz oraz aktywacja energetycznego metabolizmu komorkowego
ex vivo w aortach inkubowanych z dabrafenibem moze tez stanowi¢ efekt kompensacyjny
w odpowiedzi na toksycznos$¢ tego leku na $ciang naczynia krwiono$nego albo odpowiedz
na zahamowanie wewnatrzkomorkowych szlakow sygnalizacyjnych i1 metabolicznych

pod wplywem dabrafenibu.
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Interwencje farmakologiczne hamujace aktywno$¢ szlakéw sygnatowych zaleznych
od kinaz CAMK?2 i ROCK oraz produkcj¢ ROS w réznym stopniu odwracaly dysfunkcje
srodbtonka naczyniowego w izolowanej aorcie myszy C57BL/6J wywotang przez
dabrafenib. Ws$rdd przebadanych interwencji farmakologicznych najlepsza strategia
ochrony $rodblonka naczyniowego przed niekorzystnym dziataniem dabrafenibu wydaje

si¢ by¢ zastosowanie inhibitoréw kinazy CAMK2.
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