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WYKAZ SKROTOW

7-AAD 7-aminoaktynomycyna

7-DHC 7 — dehydrocholesterol

7-DHP 7 — dehydropregnenolon

Ann-V Anneksyna V

Bak proapoptotyczne biatko z rodziny Bcel-2

Bax proapoptotyczne biatko z rodziny Bcel-2

Bcl-2 antyapoptotyczne biatko z rodziny Bcel-2.

BMI wskaznik masy ciata (z ang. body mass index)

CAT katalaza, enzym rozkladajacy nadtlenek wodoru do tlenu

czasteczkowego i wody

CcCccp karbonylocyjanek-3-chlorofenylo-hydrazonu, protonofor

cFBS ptodowa surowica bydlgca, oczyszczona przy pomocy wegla
aktywnego w celu usunigcia zwiazkéw sterydowych (z ang.
charcoal stripped fetal bovine serum)

cGMP 3',5'-cykliczny guanozynomonofosforan

cGPx klasyczna wewnatrzkomorkowa forma peroksydazy glutationowe;j

(z ang. classic glutathione peroxide)

CYP3A4 25—hydroksylaza cholekalcyferolu

CYP24A1 24 — hydroksylaza 1,25 — dihydroksywitaminy D3

CYP27B1 lo. — hydroksylaza 25 — hydroksywitaminy Ds

CaR receptor wapniowy (z ang. calcium sensing receptor)

Cdc2 zalezna od cyklin kinaza biatkowa 1 (z ang. cyclin-dependent

kinase 1; CDK1; cell division cycle protein 2 homolog)
CDKN1A gen kodujacy biatko p21, czyli inhibitor 1 kinaz zaleznych od
cyklin (z ang. cyklin — dependent kinase inhibitor 1)
Cu,ZnSOD cytoplazmatyczna dysmutaza ponadtlenkowa, zawierajaca miedz i

cynk w centrum aktywnym

DAG diacyloglicerol
DBP biatko wiazace witaming D (z ang. vitamin D binding protein)
DCF dichlorofluoresceina
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EC-SOD

ERK1/2

ERpS7

FBS
G6PD

GADDA45A

GI-GPx

GPx
GSH

H,DCFDA

IP;

JC-1

MARRSBP

MDA

MnSOD

Mytl
NOD

NOS
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stezenie zwiazku wywotujace potowg maksymalnej efektywnosci
(z ang. half maximal effective concentration)

pozakomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa (z ang. extracellular
superoxide dismutase)

kinazy regulowane sygnalem zewnatrzkomoérkowym (z ang.
extracellular signal regulated kinases)

bialko retikulum endoplazmatycznego, alternatywny receptor
witaminy D3 (z ang. endoplazmie reticulum stress protein 57)
surowica ptodowa bydlgca (z ang. fetal bovine serum)
dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (z ang. glucose-6-
phosphate dehydrogenase)

gen kodujacy biatko p27 (z ang. growth arrest and DNA-damage-
inducible protein GADD45 alpha)

zotadkowo-jelitowa  peroksydaza  glutationowa (z  ang.
gastrointestinal glutathione peroxidase)

peroksydaza glutationowa (z ang. glutathione peroxidase)

glutation

2',7'- dwuoctan dichlorofluoresceiny

trifosforan inozytolu

jodek 5,5’,6,6’-tetrachloro-1,1’,3,3 tetraetylobenzymidazolo-
karbo- cyjaninowy

biatko btonowe wiazace sterydy, alternatywny receptor witaminy
D; (z ang. membrane — associated rapid response steroid —
binding protein)

dialdehyd malonowy (z ang. malondialdehyde)

dysmutaza ponadtlenkowa macierzy mitochondrialnej,
zawierajaca mangan w centrum aktywnym

kinaza biatkowa, fosforyzujaca Cdc2

szczep mysi reprezentujacy mysi model cukrzycy (z ang. non
obese diabetic)

syntazy tlenku azotu (z ang. nitric oxide synthase)

10
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PDIA3 biatkowa izomeraza disiarczkowa, alternatywny receptor
witaminy D; (z ang. protein disulfide isomerase family, member
3)

pGPx osoczowa forma peroksydazy glutationowej (z ang. plasma
glutathione peroxidase)

PHGPx peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkow fosfolipidow (z
ang. phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase)

P/S antybiotyki penicylina/streptomycyna

RANKL ligand aktywatora receptora jadrowego czynnika k¥ B (z ang.

receptor activator nuclear factor-xB ligand)

RAS uktad renina — angiotensyna (z ang. renin — angiotensin system)

RFT reaktywne formy tlenu

RXR receptor kwasu 9-cis-retinowego (z ang. retinoid X receptor)

SD odchylenie standardowe (z ang. standard deviation)

SOD dysmutaza ponadtlenkowa (z ang. superoxide dismutase)

SRB sulfrodamina B

TCA kwas trdjchlorooctowy

UCP rodzina biatek rozprzggajacych fosforylacj¢ oksydacyjna,
zlokalizowanych w btonie wewngtrznej mitochondriom (z ang.
uncoupling proteins)

VDR receptor dla witaminy D (z ang. vitamin D receptor)

VDRE elementy odpowiadajace na dziatanie witaminy D (z ang. vitamin

D-responsive elements)
Weel kinaza biatkowa nalezaca do rodziny kinaz
serynowo-treoninowych, odpowiadajaca za blokowanie przejicia

z fazy G2 do M cyklu komoérkowego poprzez fosforylacje Cdc2

11
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1. WSTEP

1.1. Witamina D3

Witamina D jest steroidowym zwiazkiem organicznym, najpowszechniej
kojarzonym z utrzymaniem wiasciwej funkcji koséca. Warto jednak zauwazy¢, ze jej
fizjologiczna rola daleko wykracza poza utrzymanie wlasciwej gospodarki

wapniowo — fosforanowej, co opisane zostalo w kolejnych rozdziatach.

1.1.1. Produkcja i metabolizm witaminy D;

Witamina Ds jest prohormonem produkowanym w skorze, a doktadniej w
warstwie podstawnej naskorka z 7-dehydrocholesterolu (7-DHC), pod wptywem
promieniowania ultrafioletowego (Ryc. 1); (1). Synteza ta pokrywa 90% dziennego
zapotrzebowania na witaming D3, pozostate 10% dziennej dawki witaminy D3 powinno

by¢ dostarczane w pozywieniu (2).

Proces fotolizy 7-DHC pod wplywem promieniowania UVB (290 — 320 nm)
zachodzi dwuetapowo. Najpierw tworzy si¢ produkt posredni — prewitamina Ds (3),
ktora ulega powolnej izomeryzacji pod wplywem temperatury do witaminy Ds,
lumisterolu 1 tachysterolu (4). Przedluzona ekspozycja na promieniowanie UVB
prowadzi do akumulacji lumisterolu, podczas gdy prewitamina D3 oraz tachysterol po
osiagni¢ciu swojego maksymalnego poziomu nie gromadza si¢ w wyniku dalszej
ekspozycji na promieniowanie UVB (4). Lumisterol z kolei moze ulegac
przeksztalceniu do prewitaminy D3 gdy jej poziom ulega obnizeniu. Taki mechanizm
produkcji witaminy D3 zapobiega powstawaniu toksycznych jej ilosci w wyniku

przedtuzonej ekspozycji skory na §wiatto stoneczne (5).

12
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2 2 24 28

7 - dehydrocholesterol 5.2

UVB ”

Lumisterol

Ryc. 1. Schemat produkcji witaminy D; w skorze z 7 — dehydrocholesterolu pod

wplhywem promieniowania UVB.

Witamina Ds, znana tez jako cholekalcyferol, posiada niewielka aktywnos$¢
biologiczna 1 wymaga dalszej aktywacji (Ryc. 2). W tym celu ulega ona translokacji
przez biatko DBP obecne w surowicy krwi (DBP - biatko wiazace witaming D) ze skory
do krwiobiegu (3). Aktywny hormon, czyli 1,25(OH),Ds, kalcytriol, powstaje w wyniku
dwoch nastepujacych po sobie hydroksylacji. Pierwsza hydroksylacja, w pozycji C-25,
przeprowadzana jest przez mitochondrialng 1 mikrosomalng hydroksylaze
(odpowiednio: CYP27A1, CYP2R1) w komodrkach watroby (6). W wyniku tego procesu
powstaje forma 250HD;, ktora jest gtownym metabolitem witaminy D3 obecnym we
krwi, dlatego tez to wlasnie jej poziom oznacza si¢ w badaniach laboratoryjnych w celu
odzwierciedlenia osobniczego statusu witaminy D3 (7). Do nastgpnej hydroksylacji
dochodzi w nerkach dzigki aktywnos$ci miotochondrialnej lo-hydroksylazy
25-hydroksykalcyferolu (CYP27B1), czego wynikiem jest powstanie w pelni aktywne;j
biologicznie formy, 1,25(OH),Ds, ktora transportowana przez krew dociera do ré6znych

tkanek (6).

13
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Co ciekawe, skora jest jak dotad jedynym znanym organem wyposazonym w
kompletny system do syntezy i1 metabolizmu witaminy Dj, wlaczajac w to zar6wno

25-hydroksylazg oraz 1a-hydroksylazg, jak i receptor witaminy D (VDR) (8, 9).

Poziom witaminy D we krwi podlega $cistej regulacji poprzez jej dezaktywacje,
ktéra zachodzi pod wplywem hydroksylacji w pozycji C-24 (CYP24A1). Reakcji tej
podlega zarowno 1,25(OH),Ds, jak 1 250HDs, a powstajace produkty (24,25(0OH),D;
oraz 1,24,25(0OH);D3;) wykazuja jedynie niewielkie powinowactwo do receptora
witaminy D, a wigc niewielka aktywno$¢ biologiczna (10). Finalnie, w wyniku serii
kolejnych reakcji katalizowanych przez CYP24A1, 1,25(OH),D; przeksztatcany jest do
rozpuszczalnego w wodzie kwasu kalcytrionowego 1 w tej formie wydalany jest z

moczem (11).

| 7 — Dehydrocholesterol (skora) |

uvB

| Pokarm/suplementacja |

_— | Witamina D,

DBP

CYP27A1
Watroba — 250HD;,
CYP2RI1

\

CYP27B1
1,25(0H), D, D @

Ryc. 2. Klasyczna droga aktywacji cholekalcyferolu poprzez nastepujqce po sobie etapy
hydroksylacji, w wyniku ktorych powstaje hormon w peini aktywny biologicznie —
1,25(OH);D;3, kalcytriol.
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1.1.2. Alternatywny szlak metaboliczny 7-DHC prowadzacy do
powstawania nowych analogéow witaminy D;

Praca badawcza zespoldw profesora Andrzeja Stominskiego 1 profesora Roberta
Tuckey w ostatnich latach zaowocowala odkryciem nowego szlaku metabolicznego dla
prekursora witaminy D, 7-dehydrocholesterolu (12). Kluczowa role odgrywa tu
cytochrom P450scc (CYP11Al), a wigc enzym rozpoczynajacy szlak syntezy
hormonéw sterydowych (12-14). Obecno$¢ alternatywnego szlaku metabolicznego
umozliwia powstawanie nowych zwiazkéw o strukturze 5-7 diendw, a kazdy z nich jest
potencjalnym prekursorem dla analogéw witaminy D (15-17). W wyniku
wielostopniowej reakcji katalizowanej przez CYP11A1, 7-DHC jest przeksztatcany do
7-DHP (7-dehydropregnenolon), co wymaga hydroksylacji 7-DHC w pozycji C-20 i
C-22, a nastgpnie cigcia tancucha bocznego (13). 7-DHP z kolei moze ulega¢ dalszej
modyfikacji przez enzymy klasycznego metabolizmu zwiazkoéw sterydowych, takich jak
17a-hydroksylaza czy 17,20-liaza, w wyniku czego powstaja nowe zwiazki sterydowe,
5,7-dieny, ze zmodyfikowanymi tancuchami bocznymi (18). Warto podkresli¢, ze nie
tylko 7-DHC, ale réwniez ergosterol, witamina D, czy wreszcie sama witamina Ds,
moga by¢ metabolizowane przez cytochrom P450scc, co prowadzi do powstawania
nowej grupy hydroksylowanych pochodnych o potencjalnym znaczenie fizjologicznym
(14, 19-21). Wykazano na przyktad, ze produkt hydroksylacji witaminy D3 w pozycji
C-20, 20-hydroksywitamina D3 (200HD3), moze by¢ hydroksylowany przez CYP11A1
do 20,23-dihydroksywitaminy D3 (20, 22). Zauwazy¢ nalezy, ze metabolizm
5-7-diendéw jak i pochodnych witaminy D przez CYP11Al potwierdzono zar6wno w
warunkach in vitro (23), jak 1 in vivo (24). Niezmiernie istotne jest rOwniez, ze nowe
pochodne witaminy D wykazuja aktywno$¢ biologiczna, a ponadto w mniejszym
stopniu wptywaja na gospodarke wapniowa, stad tez obecnie trwaja badania majace na
celu okreslenie ich roli jako potencjalnych czynnikoéw przeciwbiataczkowych (25) oraz
przeciwczerniakowych (26). Niemniej jednak dalsze badania sa niezbedne, aby w pelni
pozna¢ fizjologiczng rolg¢ nowych metabolitow 7-DHC oraz witaminy D oraz ich

ewentualne zastosowania terapeutyczne (27).
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1.1.3. Mechanizm dzialania witaminy D3

Klasyczny model dziatania aktywnej formy witaminy Ds, 1,25(OH),Ds, zalezny
jest od oddziatywania z receptorem witaminy D — VDR (Ryc. 3); (28, 29). VDR jest
czynnikiem transkrypcyjnym, wptywajacym na ekspresje setek gendw, ktorych rejony
promotorowe wyposazone sa w specyficzna sekwencje — VDRE (z ang. vitamin D
response elements) (30, 31). Podobnie jak w przypadku innych receptorow
wewnatrzkomorkowych, do wiazania si¢ 1,25(OH),Ds; do VDR dochodzi na terenie
cytoplazmy komorek. Nastgpnie VDR tworzy heterodimer z receptorem kwasu
9-cis-retinowego RXR (z ang. retinoid X receptor) i caly kompleks wraz z witaming D
ulega traslokacji do jadra komorkowego (28, 29). To wiasnie heterodimer VDR — RXR
ze zwiazanym ligandem posiada zdolno$¢ rozpoznawania elementdow VDRE w rejonach
promotorowych licznych gendéw, a inicjacja transkrypcji dodatkowo podlega regulacji
poprzez szereg koaktywatorow lub korepresorow transkrypcji (32, 33). Nalezy
podkresli¢, ze VDR moze regulowac ekspresje blisko 200 genow (34). Receptor VDR
wystepuje w wielu roznych rodzajach komorek, wiaczajac w to keratynocyty (35),

osteoblasty (36), komorki migsniowe (37) czy komorki przytarczyc (38).

Jadro komoérkowe

Cytoplazma

Ryc. 3. Klasyczny mechanizm dziatania witaminy Dj.
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Oprocz opisanego powyzej klasycznego mechanizmu dziatania witaminy Ds
istnieje réwniez droga odpowiedzi natychmiastowej, zwiazanej ze zmiana
wewnatrzkomoérkowego  stgzenia  jondw  wapniowych oraz  z  regulacja
wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnalizacyjnych poprzez aktywacje wybranych kinaz
1 fosfataz. Aktywacja szlaku odpowiedzi natychmiastowej nastepuje w wyniku
oddziatywania aktywnego metabolitu witaminy Ds; z blonowym receptorem
alternatywnym 1,25(OH),D3; — MARRSBP (z ang. membrane-associated rapid response
steroid-binding protein), znanym tez jako bialkowa izomeraza disiarczkowa PDIA3 (z
ang. protein disulfide isomerase family, member 3) Ilub biatko retikulum
endoplazmatycznego ERp57 (z ang. endoplazmie reticulum stress protein 57) (39).
Receptor ten sprzgzony jest z biatkiem G 1 aktywuje fosfolipazg C, doprowadzajac do
produkcji trifosforanuinozytolu (IP3) i diacyloglicerolu (DAG). Powstajace przekazniki
drugiego rzedu doprowadzaja do gwattownego uwolnienia jonow wapniowych do
cytoplazmy komorki (40). Efektem finalnym oddzialywania 1,25(OH),D; przez
btonowy receptor jest aktywacja szlaku ERK1/2 (41).

1.1.4. Funkcje witaminy D;

Najwazniejsza rola witaminy Ds, jednocze$nie najszerzej poznana, jest
utrzymanie wlasciwej gospodarki wapniowo — fosforanowej. Celem dzialania witaminy
D; jest podnoszenie stezenia wapnia w surowicy krwi do poziomu zapewniajacego
wlasciwa mineralizacje kos$¢ca (1). Odbywa si¢ to dzigki réznorodnym dziataniom
regulowanym przez witaming Ds. Po pierwsze, jest ona jedynym do tej pory poznanym
hormonem aktywujacym biatka zaangazowane w aktywna absorpcj¢ wapnia w jelicie
(1). Stymuluje takze wchtanianie fosforanow w jelitach (1). Jednakze nawet jesli wapn
nie jest dostgpny w diecie, badz tez jego ilo$¢ dostarczana w pokarmie jest
niewystarczajaca, uruchamiany zostaje kolejny mechanizm angazujacy witaming Ds,
majacy na celu utrzymanie wtasciwego st¢zenia wapnia w surowicy krwi. Mianowicie
wydzielany przez gruczol przytarczyczny parathormon stymuluje produkcje
hormonalnej formy witaminy D3, ktora z kolei doprowadza do mobilizowania wapnia
zdeponowanego w kosciach i uwalniania go do krwi (42). Wynika to z faktu, ze

1,25(OH),D3 stymuluje osteoblasty do produkcji ligandu RANKL (z ang. receptor
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activator nuclear factor-kB ligand), ktory z kolei aktywuje proces osteoklastogenezy i
aktywuje osteoklasty do przeprowadzania resorpcji kosci (43). Oprocz tego, witamina
D; promuje zalezna od parathormonu zwrotna resorpcj¢ wapnia w kanalikach

dystalnych nerek (44, 45).

W $wietle stwierdzenia, iz witamina D3 przede wszystkim stuzy jako ,,straznik”
prawidlowego stgzenia wapnia w surowicy krwi, paradoksalnym wydaje si¢ fakt, ze
dziatanie 1,25(OH),Ds kluczowe jest w procesie mineralizacji kosci. Od ponad 100 lat
wiadomym jest jednak, ze niedobdr witaminy Ds u dzieci jest przyczyna krzywicy, u
dorostych natomiast powoduje osteomalacjg (42). Wszystkie trzy gléwne typy komorek
kosci, tj. osteoblasty, osteoklasty i osteocyty, wykazuja ekspresj¢ zarowno VDR, jak
rowniez CYP27B1, czyli la-hydroksylazy 25-hydroksywitaminy D; (42). Dzigki
ekspresji CYP27B1 komorki kosci sa zdolne do produkeji aktywnej formy witaminy D3
z obecnego w krwiobiegu gléwnego metabolitu, czyli 25 — hydroksywitaminy D3, ktora
nastgpnie moze oddziatywaé¢ parakrynowo. Mutacje w genie kodujacym
la-hydroksylaze 25-hydroksywitaminy D; objawiaja si¢ zalezna od witaminy Ds;
krzywica typu I, ktora jest schorzeniem autosomalnym recesywnym, charakteryzujacym
si¢ bardzo wczesnym pojawianiem si¢ objawow choroby z towarzyszaca hipokalcemia
(46). Witamina D; posiada zdolno$¢ utrzymywania homeostazy wapniowej zalezna od
srodowiskowej dostgpnosci wapnia (42). W sytuacji, gdy ilos¢ wapnia dostarczanego w
diecie jest wystarczajaca, co ma swoje odzwierciedlenie we wlasciwym st¢zeniu wapnia
w surowicy krwi, komodrki kosci, a szczegodlnie osteoblasty, przeksztatcaja
25-hydroksywitaming D3 do 1,25(OH),Ds, ktory wspiera depozycj¢ wapnia w kosciach
(42). W sytuacji odwrotnej, kiedy stezenie wapnia obecnego w surowicy krwi jest
niskie, witamina D3 stymuluje resorpcj¢ wapnia z kosci 1 hamuje ich mineralizacjg (42).
W warunkach in vitro pokazano, ze przeprowadzana przez osteoblasty mineralizacja
macierzy kostnej wzmaga si¢ pod wplywem dziatania 25-hydroksywitaminy Ds (47). Z
drugiej strony, witamina D3 jest rdwniez zaangazowana w supresj¢ resorpcyjnej
aktywnos$ci osteoklastow poprzez modyfikowanie ich zdolno$ci migracyjnych oraz

adhezji powierzchniowej (48).

Funkcja witaminy Ds; nie ogranicza si¢ jedynie do regulacji gospodarki
wapniowo-fosforanowej. Stwierdzenie to poparte jest chociazby obserwacja, iz receptor

VDR obecny jest nie tylko w enterocytach czy osteoblastach, ale wystepuje rowniez w
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komorkach gruczotu przytarczycznego, keratynocytach, promielocytach czy komoérkach
jajnika (1). Na przyktad wykazano, ze 1,25(0OH),D; odgrywa kluczowa rol¢ w procesie
réznicowania promielocytow do monocytow (49). Powstajaca w naskérku witamina D
uczestniczny wraz z wapniem w procesie odnowy bariery naskorkowej (50, 51). W
keratynocytach 1,25(OH),Ds nasila ekspresj¢ specyficznych bialek, odpowiedzialnych
za proces roznicowania si¢ komorek naskorka, zarazem hamujac proliferacj¢ komorek
(4). Wykazano, ze keratynocyty sa zdolne do produkcji znaczacych ilosci 1,25(OH),D;
z 25-hydroksywitaminy D3 pod regulacyjnym wplywem egzogennego 1,25(OH),Ds. Co
istotne, produkcja biologicznie aktywnej formy witaminy D; oraz ekspresja jej
receptora w poszczegdlnych warstwach naskorka zalezy od stopnia zréznicowania
keratynocytow. Sugeruje to obecno$¢ mechanizmu sprzgzenia zwrotnego — gdyz w obu
przypadkach dochodzi do hamowania w pdzniejszych etapach roznicowania (52).
Wykazano rowniez, ze w warunkach in vivo wapn formuje gradient w naskorku, w
ktorym najmniejsze stgzenie wystgpuje warstwie podstawnej, najwigksze za§ w
warstwie ziarnistej (53). 1,25(OH),Ds podwyzsza wewnatrzkomoérkowy poziom wapnia
poprzez stabilizowanie mRNA komodrkowego receptora wapnia CaR (z ang. calcium
sensing receptor) (54) oraz indukowanie fosfolipazy C, a w konsekwencji trifosforanu
inozytolu, ktory inicjuje otwarcie wewnatrzkomérkowych kanatéw wapniowych (55).
1,25(0OH),Ds nasila ekspresjg inwolukryny, transglutaminazy, lorykryny oraz filagryny i
wzmaga indukowane wapniem réznicowanie keratynocytdow zaréwno na poziomie
ekspresji genow, jak i stabilnosci mRNA (56). 1,25(OH),Ds nasila rowniez formowanie
warstwy rogowej (57). Zatem 1,25(0OH),D; wraz z wapniem oddziatuja na wielu
ptaszczyznach, regulujac w ten sposdb proces wzrostu 1 roznicowania sig

keratynocytow.

Zaobserwowano rowniez, ze suplementacja witamina D3 poprawia wydajnosé¢
tkanki mig$niowej 1 zmniejsza podatno$¢ na upadki u osob starszych z niedoborami
witaminy D3 (58). Wykazano, ze blisko 90% pacjentow cierpiacych na bodle
mig$niowo — kostne w istocie ma niedoboér witaminy Ds (59). Wiadomym jest takze, ze
1,25(OH),D3 podwyzsza ekspresj¢ VDR w miogennych liniach komérkowych (58).
Odnotowano takze, iz suplementacja biologicznie aktywna forma witaminy Ds; w
warunkach in vitro podwyzsza ekspresj¢ tancucha cigezkiego miozyny w

zrdznicowanych mioblastach mysiej linii migsni szkieletowych C2C12, co sugeruje, ze
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wlasciwe stezenie witaminy D; moze wywiera¢ efekt anaboliczny na zréznicowana

tkanke mig$niowa poprzecznie prazkowana (60).

Wiele badan sugeruje rowniez neuroprotekcyjna rolg witaminy Ds. Kilka lat
temu Eyles 1 wspotpracownicy doniesli, ze receptor witaminy D3 oraz 1o-hydroksylaza
25-hydroksywitaminy Ds, czyli enzym odpowiedzialny za ostateczna aktywacjg
witaminy Ds;, obecne sa w mozgu, gléwnie w podwzgoérzu 1 neuronach
dopaminergicznych istoty czarnej (61). Zaobserwowano rowniez, ze wyzsze stezenia
witaminy D3 w surowicy krwi koreluja z lepszymi wynikami testow
neuropsychiatrycznych pacjentow cierpiacych na chorobg Parkinsona, zwlaszcza za$ z

ptynnoscia wypowiedzi i pamigcia (62).

Olbrzymi 1 zréznicowany potencjat witaminy D3 nie ogranicza si¢ jedynie do
oddziatywania na zdrowe komorki naszego organizmu. 1,25(OH),D; moze réwniez
wywiera¢ efekt antyproliferacyjny na komorki nowotworowe poprzez regulacjg cyklu
komoérkowego. Wynika to z faktu, ze niektdre z elementéw maszynerii regulujacej cykl
komorkowy, takie jak CDKNIA czy GADD45A4 (koduja odpowiednio p21 i p27),
posiadaja funkcjonalne elementy VDRE, tym samym staja si¢ bezposrednim
transkrypcyjnym celem kompleksu VDR-RXR-1,25(0OH),Ds; (63). Wykazano, ze
kompleksy VDR - 1,25(OH),D; aktywuja transkrypcje¢ CDKNIA i1 w konsekwencji
powoduja zatrzymanie cyklu komorkowego w ludzkiej mielomonocytarnej linii U937
(63). Przeciwnowotworowe wtasciwosci witaminy D3 przynajmniej po czg$ci wynikaja
rowniez ze zdolnosci do indukcji apoptozy. 1,25(OH),D; posiada zdolnos¢ regulowania
kluczowych mediatorow apoptozy. Wykazano, ze 1,25(OH),D; podwyzsza ekspresje
proapoptotycznych biatek BAK i BAX w przypadku raka prostaty i gruczolakoraka
(64). Co wigcej, 1,25(0OH),D; hamuje rowniez angiogenezg, ktora uznawana jest za
proces nieodlacznie towarzyszacy metastazie nowotworéw, w tym czerniaka (27).
Podsumowujac, aktywna forma witaminy D pelni szereg istotnych funkcji w

organizmie, z ktérych najwazniejsze przedstawiono na Ryc. 4.
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Ryc. 4. Glowne efekty wywierane przez biologicznie aktywnq forme witaminy D3 w

roznych tkankach docelowych (63).

1.1.5. Niedobor witaminy D;

Jak opisano powyzej, witamina D3 petni szereg roznorodnych funkcji w naszym
organizmie, stad tez konsekwencje jej niedoboru moga by¢ ogolnoustrojowe. Niestety,
niedobor witaminy D jest powszechny w wielu populacjach na catym swiecie (7). W
Stanach Zjednoczonych niemal jedna trzecia populacji wykazuje niedobdr witaminy Ds,
mimo iz zywno$¢ wzbogacana w witaming D jest tam szczeg6lnie szeroko dostgpna
(65). Niedobor witaminy D odnotowywany jest rowniez na terenie Europy, Chin,
Kanady 1 innych krajow o podobnym klimacie, charakteryzujacych si¢ relatywnie
niewielkim stopniem nastonecznienia przez wigksza czg$¢ roku (66, 67). Poza
niedostateczng ekspozycja na $wiatlo stoneczne rowniez takie uwarunkowania jak
ciemna karnacja, otytos¢ (BMI > 30), zaburzenia wchianiania czy zaawansowany wiek

uznawane sg za czynniki ryzyka niedoboru witaminy D (68, 69).
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Tabela 1. Status osobniczy witaminy D; wyznaczany na podstawie stezenia jej glownego

metabolitu, 250HD; w surowicy krwi (69).

Stezenie 25 — hydroksywitaminy D3 Status witaminy D3

w surowicy krwi

<20 ng/ml (< 50 nM) Niedobor
20 — 30 ng/ml (50 — 75 nM) Status suboptymalny
30 — 50 ng/ml (75 — 125 nM) Rekomendowane stezenie docelowe

Zgodnie z ostatnio opublikowanymi zaleceniami multidyscyplinarnego zespotu
naukowcow, stezenie 25-hydroksywitaminy D3 w surowicy powinno wynosi¢ od 30 do
50 ng/ml, aby zapewni¢ optymalne oddziatywanie witaminy Ds na tkanki docelowe
(Tab. 1) (69). Niedobor witaminy Ds; jest natomiast definiowany jako stgzenie
25-hydroksywitaminy D3 w surowicy nizsze niz 20 ng/ml, za§ zakres stezen
25-hydroksywitaminy D3 20 — 30 ng/ml rozumiany jest jako poziom suboptymalny o
widocznym, pozytywnym wplywie na organizm (69). Zespot ten opracowat réwniez
rekomendowane dawki dziennego spozycia witaminy D, ktére przedstawiono w

Tabeli 2 (69).

Niedobor witaminy Ds; skutkuje wzmozona sekrecja parathormonu, co z kolei
skutkuje znaczacym spadkiem wchianiania wapnia w jelitach i1 jednocze$nie nasilona
resorpcja kosci (68, 70). Dodatkowo parathormon podwyzsza metabolizm
25-hydroksywitaminy D3 do 1,25(OH);Ds, co prowadzi do zaostrzenia niedoboru
witaminy D3 1 w konsekwencji do wtérnej nadczynnosci przytarczyc (71). Doprowadza
to do nasilonego wydalania fosforanow z moczem, co nastgpnie odzwierciedla si¢ w
obnizonym stezeniu fosforanow w surowicy krwi (71). Niedostateczne za$ st¢zenie
wapnia i fosforanow w surowicy krwi wptywa za defekty w mineralizacji macierzy
kostnej, prowadzac do rozwoju krzywicy u dzieci oraz bolesnej osteomalacji u

dorostych (68, 70, 71).
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Tabela 2. Rekomendowane dawki dziennego spozycia witaminy D (69).

Charakterystyka populacji Rekomendowane dawki dziennego spozycia

witaminy D

400 IU (10,0 pg) 0 — 6 miesiecy

Noworodki i niemowleta (0 — 12 miesigcy) 400 - 600 IU (10,0 — 15,0 pg) 6 — 12
miesiecy, w zaleznosci od zawartosci

witaminy D w diecie

600 — 1000 IU (15,0 — 25,0 pg) od sierpnia do

kwietnia, bad? y rok dku
Dorosli i mlodziei (1 — 18 lat) WICHIIA, Dacz przez Caly TOK W przypa

niewystarczajacej syntezy skornej

800 —2000 IU (20,0 — 50,0 pg) od sierpnia do

Dorodli (18 — 65 lat) kwietnia, badz przez caty rok w przypadku

niewystarczajacej syntezy skornej

Osoby starsze (> 65 roku zycia) 800 — 2000 IU (20,0 — 50,0 png) przez caly rok

Kobiety w ciazy/ matki karmiace 1500 - 2000 IU (37,5 — 50,0 pg)

Rola witaminy D nie ogranicza si¢ jedynie do uktadu kostnego. Juz w 1981 roku
Scragg zaobserwowalt, ze $miertelno$¢ z powodu choréb uktadu sercowo-naczyniowego
odwrotnie koreluje z intensywnos$cia promieniowania UVB (72). W kolejnych latach
obserwacja ta zostala doprecyzowana, gdyz okazato sig, ze to wtasnie niedobor
witaminy D jest powiazany ze zwigkszong czg¢stoscia epizodow sercowo-naczyniowych
powiazanych z wyzszym cis$nieniem krwi (73-75). Wykazano, ze wysoki poziom
parathormonu, ktéry wskazuje na niedoboér witaminy D, jest powigzany z przerostem
migsnia sercowego i podwyzszonym ci$nieniem krwi (76). Potencjalny mechanizm
obserwowanego zjawiska opiera si¢ na spostrzezeniu, ze poziom witaminy Dj
odwrotnie koreluje z aktywnoS$cia systemu renina — angiotensyna — aldosteron (75, 77).
Niedawno Forman opisal, Zze nawet wsrod pacjentow normotensyjnych nizsze stgzenie
25-hydroksywitaminy D3 w surowicy krwi zwigzane bylo z istotnie wyzszym stgzeniem
angiotensyny II w krwiobiegu, ktéra jest posrednim wskaznikiem aktywnosci RAS (z

ang. renin — angiotensin system) w nerkach (77). To odkrycie popiera koncepcje,
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zgodnie z ktéra niedobor witaminy D3 moze skutkowaé podwyzszeniem aktywnos$ci

RAS u ludzi (77).

Niski poziom witaminy D3 jest rowniez uznawany za czynnik ryzyka rozwoju
miazdzycy (78). Miazdzyca jest choroba przewlekta, charakteryzujaca si¢ pogrubieniem
sciany tetnic w wyniku akumulacji wapnia 1 lipidow z towarzyszaca lokalng
odpowiedzia zapalna (78). Wykazano, ze 1,25(OH),Ds zapobiega formowaniu komodrek
piankowatych (z ang. foam cells) (79). Ponadto, lokalna produkcja 1,25(OH),Ds; moze
rowniez w sposob parakrynowy regulowaé aktywacje komorek $rodblonka oraz
ekspresj¢ TNF-a, gdyz wiadomym jest, ze komorki $rodblonka wykazuja ekspresje
lo-hydroksylazy (78, 80). Rzeczywiscie, pokazano, ze suplemetacja witaming Ds
wywiera efekt przeciwmiazdzycowy poprzez podwyzszanie poziomu przeciwzapalnej

cytokiny IL-10 w surowicy krwi oraz stabilizowanie poziomu TNF-a (81).

Niedobor witaminy Ds jest réwniez taczony z zaburzeniami metabolizmu
glukozy 1 podwyzszonym ryzykiem rozwoju cukrzycy (75). Poniewaz zarowno VDR,
jak réwniez lo-hydroksylaza, ulegaja ekspresji w komorkach B trzustki, regulacyjny
wplyw witaminy D3 na insuling jest obecnie badany (75). Co wigcej, wiadomo rowniez,
ze VDR obecny jest we wszystkich insulino-zaleznych tkankach (82). Dlatego tez
niedobdér witaminy Ds taczony jest z nietolerancja glukozy oraz z cukrzyca typu II.
Rozwazane jest bezposrednie oddziatywanie witaminy D przez aktywacje VDR, albo
tez posrednie poprzez negatywny efekt niedoboru witaminy D3 na poziom wapnia w
surowicy krwi (82). Jak wiadomo, wapn z kolei niezbgdny jest do syntezy insuliny i jej
sekrecji (75). Warto réwniez zauwazyé w tym miejscu, ze niedobdr witaminy Ds
powiazany jest z podwyzszeniem aktywnosci RAS, jak to opisano powyzej.
Zwigkszona aktywno$¢ RAS z kolei uposledza funkcjonowanie komorek B trzustki oraz
wrazliwo$¢ tkanek obwodowych na insuling (83). Zaobserwowano takze korelacje
pomigdzy niedoborem witaminy D3 1 wystgpowaniem cukrzycy typu I (84), co moze
by¢ zwiazane z tym, ze hormonalna forma witaminy D3 dziata jako immunomodulator,
obnizajacy produkcje cytokin i proliferacje limfocytow, ktore przyczyniaja si¢ do
niszczenia komoérek B trzustki (7). Giulietti pokazal, ze niedobor witaminy D3 na
wczesnych etapach zycia myszy typu NOD (z ang. non obese diabetic), ktore
reprezentuja mysi model cukrzycy o podlozu autoimmunologicznym, prowadzi do

szybszego rozwoju choroby o bardziej agresywnym charakterze (85).
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Zaobserwowano rowniez, ze poziom witaminy D3 wplywa na wyniki leczenia
szeregu nowotwordéw, wlaczajac w to nowotwory piersi, okre¢znicy, ptuc oraz chtoniaki
(86). Co wigcej, wsrdd pacjentdéw z rozpoznanym rakiem trzustki w stadium III oraz IV
zaobserwowano znaczaca korelacj¢ pomigdzy niedoborem witaminy D 1 slabsza
odpowiedzia na leczenie (87). Z analiz prospektywnych wynika réwniez, ze wyzszy
poziom 25-hydroksywitaminy D3 poprzedzajacy diagnozg raka okrgznicy zwiazany byt
z wydluzeniem catkowitego przezycia pacjentow (88). Podobna korelacjg¢ odnotowano
wsérdd pacjentow cierpiacych na raka prostaty (89). Niski poziom witaminy Ds
oznaczany w czasie diagnozowania wczesnego raka piersi zwiazany jest z

podwyzszonym ryzykiem nawrotu choroby i §mierci u pacjentow (90).

Na zakonczenie warto rowniez wspomnie¢, ze niedobor witaminy Ds jest
réwniez laczony ze zwigkszona zapadalnoscia na innego rodzaju schorzenia, takie jak
schizofrenia czy depresja (66), a takze stwardnienie rozsiane (91, 92). Potencjalna rola
witaminy Ds; jest rowniez sugerowana w reumatoidalnym zapaleniu stawow,

zapaleniach jelit 1 toczniu rumieniowatym (7).

1.2. Stres oksydacyjny

Tlen jest niewatpliwie pierwiastkiem niezbednym do zycia organizmoéw
aerobowych. Bezwzgledne zapotrzebowanie na tlen niejako przestania fakt, ze moze
by¢ on w istocie toksyczny i mutagenny, za$ organizmy aerobowe przetrwaty jedynie
dzieki wyksztatceniu obrony antyoksydacyjnej (93), gdyz oddychanie tlenowe
nieodlacznie zwiazane jest z produkcja znacznych ilosci reaktywnych form tlenu (RFT)

(94-97).

Stres oksydacyjny definiowany jest jako rezultat nadprodukcji reaktywnych
form tlenu lub tez wynik nieskutecznej przed nimi obrony (95, 97). Innymi stowy jest to
stan przesunigcia rownowagi reakcji utleniania — redukcji w strong utleniania (97, 98).
Powstajace reaktywne formy tlenu wchodza w reakcje ze sktadnikami organicznymi
komorki, skutki za$ takich reakcji moga by¢ grozne dla organizmu (93). W obronie
przed RFT na poziomie komoérkowym dochodzi do nasilenia aktywno$ci enzymow

odpowiedzialnych za ich neutralizacje (94, 95, 97). Ponadto komorki dysponuja
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roOwniez nieenzymatycznymi mechanizmami obrony przed RFT, bazujacymi na

przeciwutleniaczach endogennych (94, 95, 97).

Stres oksydacyjny uznawany jest obecnie za istotny czynnik patogenezy wielu
schorzen, takich jak nowotwory, choroby uktadu sercowo — naczyniowego, czy
schorzenia neurodegeneracyjne, jak chociazby choroba Alzheimera (94, 99). Ponadto
RFT przyczyniaja si¢ rowniez do procesu starzenia si¢ organizmu, u podtoza ktorego

lezy akumulacja uszkodzen czasteczek budujacych komoérki (100, 101).

1.2.1. Reaktywne formy tlenu

Tlen obecny w powietrzu to czasteczki w stanie trypletowym, O, , ktory jest
dla tlenu stanem podstawowym (94, 97, 102). Tlen reaguje ze zwiazkami organicznymi
pobierajac od nich elektrony, sam za§ ulega redukcji (94). Do catkowitej redukcji
czasteczki tlenu wymagane jest przylaczenie do niej czterech elektrondéw i czterech
protonoéw, co prowadzi do powstania dwoch czasteczek wody, zwiazku niereaktywnego

wobec sktadnikow komorki (94):

0, +4e +4H" > 2 H,0

Tlen czasteczkowy jest stosunkowo mato reaktywny (94, 97), bardziej

reaktywne formy przedstawiono w Tabeli 3.
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Tabela 3. Charakterystyka gtownych reaktywnych form tlenu.

Reaktywna forma
tlenu

Charakterystyka

Literatura

Tlen singletowy, 'O,

Powstaje w wyniku wzbudzenia czasteczek tlenu, np. w wyniku
zaabsorbowania kwantu promieniowania ultrafioletowego

(94, 97)

Anionorodnik _
ponadtlenkowy , O, ~

Powstaje w komorkach podczas redukeji tlenu w tancuchu oddechowym
w mitochondriach, a takze w reakcji utleniania ksantyny przy udziale
oksydazy ksantynowej lub tez w czasie syntezy tlenku azotu

(94, 103)

Rodnik
wodoronadtlenkowy,
HO,

Uprotonowana forma anionorodnika ponadtlenkowego, moze atakowac
kwasy tluszczowe oraz inicjowa¢ peroksydacje lipidow. Latwiej niz
anionorodnik ponadtlenkowy reaguje z substancjami natadowanymi
ujemnie, latwiej tez przenika przez blony komoérkowe. Moze tez
przebywa¢ w lipidowym wnetrzu blony, ktéra stanowi rodzaj
rozpuszczalnika organicznego, stabilizujacego ten rodnik

94)

Nadtlenek
H,0,

wodoru,

Reaktywna forma tlenu nieposiadajaca charakteru rodnikowego.
Powstaje  przez  przylaczenie  elektronu  do  anionorodnika
ponadtlenkowego, moze roéwniez powstawa¢ jako  produkt
dwuelektronowej redukcji czasteczki tlenu w wyniku dziatania oksydazy
ksantynowej. W komorce glownym zrédlem nadtlenku wodoru sa
peroksysomy. Zwiazek ten z tatwoscia przenika przez btony, moze wigc
pojawia¢ si¢ w komorce w przedziatach odleglych od swojego miejsca
powstawania, jednak obecno$¢ Kkatalazy, enzymu rozkladajacego
nadtlenek wodoru, zapobiega uwalnianiu znaczniejszych jego ilosci do
cytoplazmy. Enzymem rozkladajacym nadtlenek wodoru oprocz
katalazy jest takze peroksydaza glutationowa. Nadtlenek wodoru w pH
bliskim oboj¢tnemu utlenia glownie grupy tiolowe, imidazolowe,
fenolowe, a takze tioestrowe.

(94, 103)

Rodnik hydroksylowy,
‘'OH

Najbardziej aktywny utleniacz spotykany w uktadach biologicznych,
reaguje z mnostwem substancji w sposéb mato specyficzny,
odpowiadajac m. in. za uszkodzenia DNA

(94, 102)

Ozon, O4

W roztworach wodnych ulega rozpadowi do nadtlenku wodoru z
wytworzeniem rodnikéw "OH oraz HO,, dlatego tez skutki wdychania
ozonu dotycza nie tylko phuc, ale rowniez innych tkanek, m. in. serca,
mozgu czy watroby.

(94, 104-

106)

Tlenek azotu, NO

Powstaje z aminokwasu argininy w reakcji katalizowanej przez grupg
enzymoOw nazywanych syntazami tlenku azotu (NOS). Reaguje gtownie
z bialkami, zwlaszcza posiadajacymi centra zelazowo-siarkowe, grupy
hemowe lub tez jony metali przejsciowych; funkcjonuje tez jako
czasteczka  sygnalowa, gléwnie w  neuronach i ukladzie
immunologicznym Moze oddziatywa¢ auto- badz parakrynowo,
przenikajac przez btony komorkowe

(94, 107-

109)
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1.2.2. Mechanizmy obrony przed RFT

System antyoksydacyjny, przeciwdzialajacy toksycznym efektom wywieranym

przez reaktywne formy tlenu, sklasyfikowa¢ mozna nastgpujaco:

1.

mechanizmy pierwszej linii obrony,  niedopuszczajace do wchodzenia
reaktywnych form tlenu w reakcje z biologicznie istotnymi zwigzkami,
mechanizmy  odpowiedzialne za  terminacj¢ tancuchowych  reakcji

wolnorodnikowych, stanowiace druga linig obrony,

. mechanizmy usuwajace negatywne skutki reakcji RFT z bioczasteczkami (94).

Do mechanizmow pierwszej linii obrony zalicza si¢ enzymy rozkladajace

reaktywne formy tlenu. Najwazniejsze enzymy zaliczane do tej grupy to dysmutaza

ponadtlenkowa (SOD), katalaza oraz peroksydaza glutationowa (GPx) (94).

1.2.2.1. Dysmutaza ponadtlenkowa SOD

Dysmutaza ponadtlenkowa SOD jest metaloenzymem uznawanym za

fundamentalny element mechanizmoéw obronnych przed toksycznym dziataniem

nadtlenkow (103). U ssakéw wyrodznia sig trzy rodzaje dysmutaz ponadtlenkowych:

1.

cytoplazmatyczng forme¢ dysmutazy ponadtlenkowej wewnatrzkomorkowe;,
zawierajaca w centrum aktywnym miedz i cynk, Cu,ZnSOD, okreslana takze
jako SODI1; biatko to wystepuje w postaci homodimeru; atom miedzi odgrywa
role katalityczna, za$ cynk stabilizuje strukturg trzeciorzedowa biatka (94, 110);
Gen kodujacy SODI zlokalizowany jest na 21 chromosomie, biatko to poza
cytozolem wystegpowaé¢ moze takze na terenie jadra komoérkowego lub w
przestrzeni migdzybtonowej mitochondriow (111). Zaobserwowano, ze
nadekspresja genu sod-1 u Drosophila melanogaster wydtuza zycie (112), u
myszy natomiast odgrywa rolg ochronna przed uszkodzeniami tkanki moézgowe;j

powstajacymi w wyniku niedokrwienia (113). Mutacje genu SODI u ludzi
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zwiazane sa ze wzrostem stresu oksydacyjnego i powiazane sa z chorobami
neurodegeneracyjnymi, np. stwardnieniem zanikowym bocznym (114, 115);

2. mitochondrialng formeg, zawierajaca mangan 1 wystgpujaca w macierzy
mitochondrialnej w formie tetrameru, okreslang jako MnSOD lub SOD2 (94);
Gen kodujacy SOD2 zlokalizowany jest na chromosomie 6. Knockout Sod2 u
myszy skutkuje kardiomiopatia 1 neurodegeneracja (111). Brak SOD2 zwiazany
jest z podwyzszonym poziomem anionorodnika ponadtlenkowego w
mitochondriach, co doprowadza do inhibicji I i II kompleksu tancucha
oddechowego (116).

3. posta¢ pozakomorkowa dysmutazy ponadtlenkowej, EC-SOD (SOD3), ktora jest
biatkiem zawierajacym miedz i cynk, posiadajacym reszty sacharydowe. Biatko
to wystepuje jako tetramer, gléwnie w formie zwiazane] z wielocukrami
glikokaliksu obecnego na zewnetrznej powierzchni blon komoérkowych (94).
Gen kodujacy SOD3 wystepuje na chromosomie 4. Enzym ten odpowiedzialny
jest za ochrong komorek oraz macierzy pozakomoérkowej przed szkodliwymi
efektami wywotywanymi przez anionorodnik ponadtlenkowy produkowany
przez aktywowane neutrofile (111). Zaobserwowano, ze mutacja w genie SOD3

zwiazana jest z podwyzszonym ryzykiem chorob sercowo-naczyniowych (117).

Dysmutaza  ponadtlenkowa  katalizuje  reakcj¢ = dysmutacji  anionorodnika

ponadtlenkowego (94):

0, +0, +2H — H,0, + O,

1.2.2.2. Katalaza

Katalaza jest hemoproteina wystepujaca w peroksysomach. Enzym ten w
dwustopniowej reakcji katalizuje rozktad nadtlenku wodoru do tlenu czasteczkowego i

wody (94, 118, 119):
2 H202 — 2 Hzo + 02

U ludzi enzym ten wystgpuje w formie homotetrameru (118). Miejsce aktywne
enzymu dostgpne jest niemal wylacznie dla gldéwnego substratu, ktorym jest nadtlenek

wodoru, poniewaz hem znajduje si¢ w glebi waskiego, hydrofobowego kanatu (119).
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Inhibicja aktywnosci katalazy zwigzana jest z hamowaniem [-oksydacji kwasow
tluszczowych, ktora przebiega w peroksysomach (120). Z kolei nadekspresja genu Cat
w modelu mysim prowadzi do wydtluzenia Sredniej dtugosci zycia transgenicznych

zwierzat (121).

1.2.2.3. Peroksydaza glutationowa

Peroksydaza glutationowa jest kolejnym, oprocz katalazy, enzymem
rozktadajacym nadtlenek wodoru, redukujacym go do wody 1 tlenu z udzialem

zredukowanego glutationu (94, 122, 123):
2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,O0

Oprocz tego peroksydaza glutationowa utlenia takze nadtlenki organiczne, np.
nadtlenki lipidow (94). Enzym ten funkcjonuje zatem zar6wno w pierwszej linii obrony,
niedopuszczajac do kontaktu RFT ze sktadnikami komorki, jak 1 w drugiej linii obrony,
terminujac reakcje wolnorodnikowe (94). Z peroksydaza glutationowa wspoldziata
reduktaza glutationowa, odtwarzajaca zredukowany glutation poprzez utlenianie
NADPH (94). Wszystkie rodzaje peroksydazy glutationowe] zawieraja w centrum
aktywnym selenocysteing, ktora w przeciwienstwie do cysteiny zamiast atomu siarki

zawiera selen (94). U ludzi wystepuja cztery rozne formy tego enzymu:

1. Wewnatrzkomoérkowa klasyczna forma peroksydazy glutationowej, cGPx
(GPx-1) (z ang. classic), ktora wystepuje w wielu typach komorek w formie
homotetrameru (94). Enzym ten moze wystgpowac na terenie cytoplazmy, w
mitochondriach lub tez w peroksysomach (122).

2. Peroksydaza zotadkowo-jelitowa (z ang. gastrointestinal), GI-GPx, obecna
przede wszystkim w $cianie przewodu pokarmowego, stanowi obrong przed
nadtlenkami i1 ksenobiotykami trafiajacymi do przewodu pokarmowego (94).

3. Forma osoczowa, pGPx (z ang. plasma), wystgepujaca w ptynach
pozakomoérkowych oraz w tkankach takich jak tozysko czy nerki, chronigca
przestrzen pozakomorkowa (94).

4. Peroksydaza glutationowa wodoronadtlenkéw fosfolipidow, PHGPx (z ang.

phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase), ktéra w przeciwienstwie
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do pozostalych typow wystepuje w formie monomerycznej (94). Enzym ten
ochrania btony komoérkowe przed peroksydacja fosfolipidow (94). W duzych

ilosciach forma ta wystgpuje w mitochondriach plemnikow (94).

Aktywnos$¢ GPx moze by¢ hamowana przez zwiazki powstajace w warunkach

fizjologicznych, np. tlenek azotu lub tez przez produkty peroksydacji lipidow (124).

1.2.2.4. Antyoksydanty niskoczasteczkowe

W walce z reaktywnymi formami tlenu istotng rol¢ oprocz enzymow pehnia
takze zwiazki niskoczasteczkowe, zwane antyoksydantami niskoczasteczkowymi lub
zmiataczami wolnych rodnikéw (94). Zwiazki te, z uwagi na nizsza w poréwnaniu z

enzymami specyficzno$¢ reakcji, sa bardziej uniwersalne (94).

Do najwazniejszych przeciwutleniaczy hydrofilowych zalicza si¢ wspomniany
juz powyzej zredukowany glutation oraz askorbinian (94). Wykazano rowniez, ze takze
melatonina, hormon produkowany przez szyszynke, wykazuje wiasciwosci
antyoksydacyjne, hamujac peroksydacj¢ lipidow, a ponadto posiada wyjatkowa
mozliwo$¢ ochrony zardwno $rodowiska hydrofilowego, jak 1 hydrofobowego, np. bton
komorkowych (125, 126). Wilasciwosci antyoksydacyjne przypisuje si¢ takze
melaninom, barwnikom powstajacym w wyniku utleniania i polimeryzacji tyrozyny
(94). Najwazniejszym przeciwutleniaczem hydrofobowym jest z kolei a-tokoferol, czyli

witamina E (94).

1.3. Witamina D; a reaktywne formy tlenu

Dane literaturowe nie definiuja w sposob jednoznaczny witaminy D, jako
czynnika powigzanego ze stresem oksydacyjnym. Jedne doniesienia przypisuja
witaminie D wlasciwosci antyoksydacyjne, podczas gdy inne charakteryzuja ja zgota
odmiennie. Nalezy podkresli¢, ze promieniowanie UV jest rowniez silnym induktorem
powstawania RFT, co przyczynia si¢ do uszkodzenia biatek, bton lipidowych oraz DNA

prowadzacych do $mierci komorki lub transformacji nowotworowej. Uwaza sig, ze
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promieniowanie UV jest jednym z glownych czynnikow wywotujacym nowotwory
skory, w tym czerniaki (127). Dlatego tez wydaje sig, ze istotne jest zbadanie roli

witaminy D oraz jej naskérkowej produkcji w powstawaniu i usuwaniu RFT.

Wykazano na przyktad, ze 1,25(OH),D; dziata jako prooksydant w ludzkich
komorkach linii raka piersi MCF-7, wplywajac na wzrost cato$ciowego potencjatu
redoks komorek, co moze przektada¢ si¢ na funkcjonowanie enzyméw wrazliwych na
zmiany tego potencjatlu, a takze czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych przebieg
cyklu komoérkowego, r6znicowanie czy proces apoptozy (128). Inny zespot badawczy z
wykorzystaniem tej samej linii komorek raka piersi wykazal, ze 1,25(0OH),Ds istotnie
zmniejszal poziom mRNA genu kodujacego SODI, a takze ilo$¢ biatka oraz jego
aktywnos$¢ (129). W badaniach tych wykazano takze, ze preinkubacja komoérek MCF-7
z 1,25(0OH),D3 uwrazliwiala je na cytotoksyczne dziatanie cytostatyku doksorubicyny,
ktore w gldwnej mierze polega na generowaniu reaktywnych form tlenu (129). W
komorkach kosci analogi witaminy D prowadza do indukcji stresu oksydacyjnego
poprzez indukcje¢ ekspresji lipooksygenazy, czemu towarzyszy ryzyko utleniania

lipidéw (130).

Z drugiej strony wykazano, ze hormonalna forma witaminy D3 wywiera efekt
antyoksydacyjny w nienowotworowych ludzkich komoérkach nablonkowych prostaty
linii BPH-1 oraz RWPE-1 (131). W badaniach tych zaobserwowano, ze 1,25(OH),D;
indukuje ekspresj¢ genu kodujacego jeden z kluczowych enzymoéw antyoksydacyjnych,
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD). Poniewaz sekwencje VDRE wykryto
w genie kodujacym G6PD, regulacja jego ekspresji przez VDR zwiazany ze swoim
ligandem jest mozliwa (131). Jednoczes$nie zjawiska tego nie zaobserwowano w
nowotworowych liniach komérek nabtonka prostaty CWR22R oraz DU 145 (131). W
szczurzym modelu cukrzycy indukowanej alloksanem administrowanie 1,25(OH),D;
zarOwno prewencyjne, jak 1 terapeutyczne, istotnie wpltywato na podwyzszenie
aktywnosci SOD, CAT oraz GPx w odniesieniu do zwierzat chorych (132). Wykazano
takze, iz podawanie hormonalnej formy witaminy D3 pacjentom cierpigcym na cukrzyce
typu II obniza markery stresu oksydacyjnego, takie jak dialdehyd malonowy (MDA)
(133). Odnotowano takze, ze suplementowanie 800 IU witaminy Ds przez 6 miesigcy
wplywa na zmniejszenie oksydacyjnych uszkodzen DNA w komorkach zdrowego

nabtonka okreznicy u pacjentow ze sporadycznymi przypadkami gruczolakéw w
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wywiadzie, co potwierdzono immunohistochemicznym barwieniem  biopsji
8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna (134).

Biorac pod uwage przytoczone powyzej przyktady, potwierdzajace zar6wno
prooksydacyjny, jak i antyoksydacyjny charakter witaminy D, zagadnienie to zostanie

szerzej omowione w Dyskusji.
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2. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie potencjalnego wptywu witaminy D na
wrazliwo$¢ keratynocytoéw na reaktywne formy tlenu (RFT), wilaczajac w to leki
przeciwnowotworowe, ktorych mechanizm dziatania opiera si¢, migdzy innymi, na

indukowaniu produkcji RFT. Realizacja tego celu obejmowata:

e Okreslenie pro- lub antyoksydacyjnych wilasciwosci witaminy D oraz jej
analogow;

e Zbadanie wptywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z analogami
witaminy D na wzrost oraz indukcje $mierci komodrkowej wywotlywanej
przez nadtlenek wodoru, badz cisplatyng;

e Zbadanie potencjalnych mechanizméw wspoéldzialania analogow witaminy

D z nadtlenkiem wodoru w procesie zahamowania wzrostu keratynocytow.
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3. MATERIALY

3.1. Linie komorkowe

W badaniach wykorzystano lini¢ HaCaT, spontanicznie transformowang lini¢
ludzkich keratynocytow oraz lini¢ HPEKp, progenitorowych ludzkich epidermalnych
keratynocytow.

Lini¢ HaCaT otrzymano dzigki uprzejmosci profesora Andrzeja Stominskiego
(Department of Pathology, The University of Tennessee, Memphis, USA) 1 hodowano
w pozywce DMEM wzbogaconej 10% surowica (z ang. FBS, fetal bovine serum) 1 1%
roztworem antybiotykow: penicyliny 1 streptomycyny (P/S). W czasie doswiadczen z
witaming D oraz jej analogami stosowano ptodowa surowicg bydlgca oczyszczona przy
pomocy wegla aktywnego (ang. charcoal stripped serum), w celu usunigcia zwiazkow

sterydowych w tym witaminy D, ktore moglyby wplywac na wyniki do§wadczen .

Komorki linii HPEKp zakupiono wraz z przeznaczona do nich pozywka z firmy
CELLnTEC (Szwajcaria). Pozywke przed uzyciem wzbogacano roztworem
antybiotykow: penicyliny (100 U/ml), streptomycyny (100 pg/ml) i amfoterycyny B

(250 ng/ml). W nawiasach podano st¢zenie koncowe.

Obie linie komorkowe hodowano w temperaturze 37 °C przy 5% stgzeniu CO».
Dos$wiadczenia przeprowadzano w warunkach sterylnych, w komorze laminarnej oraz
inkubatorach znajdujacych si¢ w pracowni hodowli komoérkowej posiadajacej druga

klasg bezpieczenstwa.

3.2. Analogi witaminy D

1,25(OH),D3 zakupiono z firmy Sigma-Aldrich (Polska). 200HD; uzyskano
dzigki uprzejmosci prof. Roberta Tuckey'a (The University of Western Australia, Perth,
Australia). 210HpD (21 - hydroksypregnakalcyferol) zsyntetyzowany zostal wedtug
procedury opisanej przez prof. Zmijewskiego (17) w firmie ProChimia Surfaces
Sp. z 0.0. (Polska). Kalcypotriol zakupiono z Instytutu Farmaceutycznego w Warszawie

badz otrzymano dzigki uprzejmosci prof. Andrzeja Kutnera (Instytut Farmaceutyczny w
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Warszawie). Przed eksperymentami analogi witaminy D rozpuszczano w 99,8%
alkoholu etylowym. Nastepnie ich doktadne stezenie okreslano na podstawie wynikow
pomiaru absorpcji przy 265 nm z uwzglednieniem molowego wspotczynnika absorpcji
réwnego 18200. Stgzenie zwiazkow bylo dobierane tak, by koncowe st¢zenie etanolu w
prébie (po odpowiednim rozcienczeniu w pozywce) nie mialo wplywu na zywotnosé

testowanych komorek (ponizej 2%o).

Ryc. 5. Wzory strukturalne analogow witaminy D: 1,25(0OH);D; (A), 200HD; (B),
210HpD (C) oraz kalcypotriolu (D).
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3.3. Odczynniki chemiczne

Alkohol etylowy (Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej POCH S.A.),
Polska)

Alkohol izopropanowy (Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej POCH
S.A.), Polska)

Antybiotyki Penicylina/Streptomycyna (Sigma-Aldrich, Poznan) dla linii HaCaT oraz
#CnT-10 (Penicylina/Streptomycyna/Amfoterycyna B) dla linii HPEKp
(CELLnTEC, Szwajcaria)

BHT - butylowany hydroksytoluen (Sigma-Aldrich, Poznan)
CCCP - karbonylocyjanek-3-chlorofenylo-hydrazonu (Sigma-Aldrich, Poznan)

Chloroform (Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej POCH S.A.),
Polska)

Cisplatyna (Sigma-Aldrich, Poznan)

DMSO - dimetylosulfotlenek (Sigma-Aldrich, Poznan)

dNTPs 10 mM mix (Thermo Scientific Fermentas, Litwa)

DPPH' - 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl (Sigma-Aldrich, Poznan)
FACS Flow (Becton Dickinson, St. Zjedn.)

FBS inaktywowana bydlgca surowica ptodowa, takze charcoal stripped (Sigma-Aldrich,

Poznan)
Fenozol (A&A Biotechnology, Polska)

HEPES — kwas N-(2-hydroksyetylo)-piperazyno-N'-etanosulfonowy (Sigma-Aldrich,

Poznan)

H,DCFDA — 2',7'- dwuoctan dichlorofluoresceiny (Life Technologies Polska Sp. z o. o.,

Warszawa)

JC-1 — jodek 5,5°,6,6’-tetrachloro-1,1,3,3’-tetractylobenzymidazolokarbo-cyjaninowy
(Life Technologies Polska Sp. z 0. 0., Warszawa)

Jodek propidyny (Sigma-Aldrich, Poznan)
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Kwas octowy (Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej POCH S.A.),
Polska)

Kwas trojchlorooctowy (Sigma-Aldrich, Poznan)

MTT (bromek 3-(4,5-dimetylo-1,3-tiazol-2-ylo)-2,5-difenylo-2H-tetrazolowy;
Sigma-Aldrich, Poznan)

Oligo (dT)18 (Sigma-Aldrich, Poznan)
PBS tabletki (Lab Empire, Rzeszow)

Pozywki hodowlane DMEM (Sigma-Aldrich, Poznan), pozywka do linii HPEKp
(CELLNnTEC, Szwajcaria)

RiboLock™ RNase inhibitor (Thermo Scientific Fermentas, Litwa)
Rybonukleaza A (Sigma-Aldrich, Poznan)

Sodu chlorek (NaCl, Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej POCH
S.A.), Polska)

SRB (sulfrodamina B, Sigma-Aldrich, Poznan)

Startery do PCR (Pracownia Sekwencjonowania DNA 1 Syntezy Oligonukleotydow
IBB PAN, Polska oraz Sigma-Aldrich, Poznan)

Tris (Serva, Niemcy)

TrypLE™ Select 1X (Life Technologies Polska Sp. z 0. 0., Warszawa)
Trypsyna (Sigma-Aldrich, Poznan)

Woda wolna od nukleaz (A&A Biotechnology, Polska)

Wapnia chlorek (CaCl,, Avantor Performance Materials Poland S.A. (dawniej POCH
S.A.), Polska)
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3.4. Bufory i roztwory

Bufor fosforanowy PBS pH 7,4 przygotowywano z komercyjnie dostgpnych tabletek

bazujac na opisie producenta, a nastgpnie jatowiono w autoklawie.

Roztwor SRB:
SRB 0,4 g

1 % kwas octowy 100 ml

Bufor wiqzqcy do barwienia jodkiem propidyny, pH 7,4:
500 ul 1M HEPES

0,41 g NaCl

0,0138 g CaCl,

Woda destylowana do 50 ml

3.5. Zestawy komercyjne

Zestaw do detekcji apoptozy (PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I, BD
Pharmingen, St. Zjedn.)

Zestaw do izolacji RNA (Total RNA, A&A Biotechnology, Polska)

Zestaw do odwrotnej transkrypcji (RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit,

Thermo Scientific Fermentas, Litwa)
Mieszanina reagentow do reakcji qQPCR (Real Time 2 x PCR Master Mix SYBR Set B,

A&A Biotechnology, Polska)
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3.6. Materialy jednorazowego uzytku

Butelki do hodowli komodrkowej (50 ml, 75 ml) (Sarstedt, Niemcy lub TPP, Szwajcaria)
Folia do 96 — dotkowych ptytek do reakcji PCR (BIOplastics, Holandia)

Koncowki do pipet (Sarstedt, Niemcy lub Medlab, Polska)

Krioproboéwki (Sarstedt, Niemcy)

Pipety serologiczne (Sarstedt, Niemcy lub TPP, Szwajcaria)

Pipety transferowe (Sarstedt, Niemcy)

Plytki do hodowli komorkowej (Sarstedt, Niemcy lub TPP, Szwajcaria)

Ptytki wielodotkowe (6, 96) do hodowli komdrkowej (Becton Dickinson, St. Zjedn. lub
TPP, Szwajcaria)

Probdwki cytometryczne (Becton Dickinson, St. Zjedn.)

Probowki typu eppendorf (1,5 1 2 ml) (Sarstedt, Niemcy lub Medlab, Polska)
Probowki typu Falcon (15 ml 1 50 ml) (Sarstedt, Niemcy lub TPP, Szwajcaria)
Skrobaki jednorazowego uzytku do hodowli przylegajacych (Sarstedt, Niemcy)

96 — dotkowe ptytki do reakcji PCR (Sarstedt, Niemcy lub Bio — Rad, St. Zjedn.)

3.7. Aparatura

Cytometr przeptywowy FACS Calibur (Becton Dickinson, St. Zjedn.)
Czytnik ptytek EPOCH (BioTek, St. Zjedn.)

Inkubator CO, NU-5510E (NuAire, St. Zjedn.)

Komora DNA/RNA UV-cleaner box UVC/T-AR (BioSan, Lotwa)

Komora Laminarna (Class II BSC, Esco, Singapur)
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Mikroskop fluorescencyjny AxioVert 200 dzigki uprzejmosci prof. Jacka Bigdy,
kierownika Zakladu Biologii Molekularnej Migdzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii (Carl Zeiss, Niemcy)

Mikrowiréwka MiniSpin plus (Eppendorf, Niemcy)

Odwrécony mikroskop $wietlny Olympus CKX41 (Olympus Polska sp. z o.0.,

Warszawa)
Pipeta wielokanatowa (Eppendorf, Niemcy)
Pipety jednokanalowe (Eppendorf, Niemcy)
Termoblok (Thermo-shaker, TS-100C, BioSan, Lotwa)
Termocycler MJ Mini 48-Well (Bio — Rad, St. Zjedn.)

Termocykler StepOne Real-Time PCR Systems (Life Technologies Polska Sp. z o. o.,

Warszawa)

Wiréwka 5804 R (Eppendorf, Niemcy)

3.8. Programy komputerowe i bazy danych

CellQuest Pro™ Software (BD Biosciences, St. Zjedn.)

GNU Image Manipulation program (GIMP, St. Zjedn.)

GraphPad Prism (GraphPad Software, St. Zjedn.)

ImageJ v1.42q (W.S. Rasband, U. S. National Institutes of Health, St. Zjedn.)
Microsoft Office Excel (Microsoft, St. Zjedn.)

Primer Quest (Integrated Device Technology, St. Zjedn.)

Program StepOnePlus Real-Time PCR Systems (Life Technologies Polska Sp. z o. o.,

Warszawa)

41



Modulacyjny wptyw witaminy D na dziatanie reaktywnych form tlenu w keratynocytach

Anna Piotrowska

4. METODY

4.1. Pasazowanie komorek

Komorki pasazowano 2 — 3 razy w tygodniu stosujac si¢ do nastepujacej

procedury:
- usuwano stara pozywke¢ hodowlana,
- przemywano komorki PBS,

- dodawano trypsyne w ilosci 1,5 ml/ 75 ml butelk¢ hodowlana w przypadku linii
HaCaT lub TrypLE™ 1X w przypadku linii HPEKp w iloéci 1ml/ 75 ml butelke
hodowlana,

- inkubowano w 37 °C: komorki linii HaCaT 10 — 15 minut, za$ komorki linii HPEKp

3 - 5 minut,

- do butelki hodowlanej dodawano 5 ml odpowiedniej pozywki, nastgpnie zawarto$¢
przenoszono do 15 ml probowki typu Falcon i wirowano 5 minut z szybkoscia 1500

obrotdéw na minute,

- osad komorkowy zawieszano w 5 ml $wiezej pozywki, nastepnie stosujac
rozcienczenie 1 : 5 przenoszono komorki do butelki uzupetniajac §wieza pozywka do

13 ml / 75 ml butelke hodowlana.

4.2. Krioprezerwacja

Osad komorkowy uzyskany w czasie pasazowania komoérek zawieszano w
5-10ml stosownej pozywki. Nastgpnie komorki zliczano stosujac komorg
Fuchsa - Rosenthala. Okoto 2 milionéw komodrek zawieszano w mieszaninie do
mrozenia (dla linii HaCaT: 10% DMSO, 50% FBS, 40 % DMEM, za$ dla linii HPEKp
dostgpna komercyjnie mieszanina firmy CELLnTEC, (CnT-CRYO-50). Stopniowo
obnizano temperatur¢ komorek co 24 godziny (- 20 °C, - 80 °C, ciekty azot).
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4.3. Test zywotnosci komorek SRB

Test kolorymetryczny SRB bazuje na oddzialywaniu elektrostatycznym
barwnika anionowego sulfrodaminy B (SRB, Sigma — Aldrich, Poznan) z biatkami,
pozwalajac na zobrazowanie ich ilo$ci, tym samym posrednio wskazujac tempo

proliferacji komorkowe;.

W celu przeprowadzenia do§wiadczenia, okoto 8 tysigcy komorek zawieszano w
100 pl pozywki z dodatkiem 10% cFBS 1 1% P/S i umieszczano w wewngtrznych 60
dotkach plytek 96 — dotkowych. Dotki skrajne wypetniano PBS, aby zapobiec
parowaniu pozywki z pozostatych dotkéw. Ptytki inkubowano w temperaturze 37 °C w
atmosferze 5% CO; przez 24 godziny. Nastgpnie usuwano pozywke¢ i dodawano
seryjnie rozcienczony zwiazek w 100 ul pozywki z dodatkiem 10% FBS charcoal 1 1%
P/S w zakresie st¢zen 0,1 pM — 1 uM w przypadku analogéw witaminy D, 0,0256 — 5
mM w przypadku H,O, oraz 0,00384 — 300 uM w przypadku cisplatyny, badz dodajac
jednoczesnie analogi witaminy D w stezeniu 10nM 1 HyO,/cisplatyng we
wspomnianym powyzej zakresie st¢zen. Jako kontrolg stosowano sama pozywke oraz
pozywke z odpowiednio dobranym stezeniem alkoholu etylowego. Stezenie to
odpowiadalo najwyzszemu stezeniu etanolu w prébach z analogami witaminy D. Po 24
godzinach hodowli w temperaturze 37 °C oraz atmosferze 5% CO;, dodawano 100 pl
20% TCA do kazdego dotka i inkubowano 1 godzing w temperaturze 4 °C. Nastgpnie
usuwano pozywke¢ z TCA 1 pieciokrotnie ptukano komoérki woda destylowana. W
kolejnym etapie komorki osuszano, dodawano 100 pl 0,4% roztworu SRB po czym
inkubowano 15 minut w temperaturze pokojowej. Po usunigciu roztworu SRB komorki
ptukano pigciokrotnie 1% roztworem kwasu octowego. Po ponownym osuszeniu
komorek i1 dodaniu do kazdego dotka 150 pl 10 mM Tris o pH = 10,5 plytki
inkubowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej. W ostatnim etapie w czytniku
ptytek mierzono absorbancje roztworow przy dtugosci fali 570 nm. Dane przedstawiono
jako warto$ci normalizowane w odniesieniu do kontroli, przyjmujac dla niej warto$¢

1,0.
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4.4. Analiza cyklu komorkowego

Analiz¢ cyklu komorkowego przeprowadzano =z uzyciem cytometrii
przeplywowej barwiac komorki jodkiem propidyny, barwnikiem fluorescencyjnym
interkalujacym z DNA badanych komoérek. Do prob dodawano réwniez rybonukleaze,
w celu usunigcia RNA, ktorego obecno$¢ mogtaby wptywac na wyniki pomiaréw. Testy
przeprowadzano na plytkach 6 — dotkowych. Kazda proba wykonana byla w

trzykrotnym powtdrzeniu.

W celu przeprowadzenia doswiadczenia, komorki posiewano w ilosci 150 — 200
tysigcy na dotek w 2 ml odpowiedniej pozywki i hodowano w temperaturze 37 °C w
atmosferze 5% CO, przez 24 godziny. Nastgpnie komorki inkubowano z analogami
witaminy D, nadtlenkiem wodoru lub cisplatyna, zawieszonymi w §wiezej pozywce,
przez 24 lub 48 godzin, badz tez po 24 godzinnej preinkubacji z analogami witaminy D
wymieniano pozywke 1 przez kolejne 24 -48 godzin komorki inkubowano z
nadtlenkiem wodoru lub cisplatyna. Kontrole stanowity komorki niepoddawane
dziataniu zwiazkéw. Po uptywie okreslonego czasu inkubacji pozywke z okreslonych
dotkéw zbierano do odpowiednio opisanych probowek cytometrycznych. W tym celu
komorki przemywano PBS, a nastgpnie trypsynizowano w przypadku linii HaCaT (400
ul trypsyny/ dofek) lub poddawano dziataniu TrypLE™ Select 1X (200 ul/ dotek) w
przypadku komorek HPEKp. Po odklejeniu komorek przenoszono je do odpowiednich
probowek cytometrycznych z zebrana uprzednio pozywka i1 wirowano 10 minut z
predkoscia 2600 obrotow na minutg. Osad komérkowy plukano dwukrotnie PBS, za
kazdym razem wirujac komoérki 10 minut z predkoscia 2600 obrotow na minutg. Osad
komorkowy zawieszano w 3 ml schtodzonego 70% etanolu, intensywnie worteksowano
1 przechowywano 24 godziny w 4 °C. Nastgpnie proboéwki cytometryczne ponownie
worteksowano i wirowano 6 minut z predkoscia 2500 obrotéw na minutg. Po wirowaniu
alkohol usuwano, a osad komorkowy zawieszano w 500 pl buforu wiazacego (sktad
opisano w rozdziale Materiaty), po czym dodawano 25 pl roztworu jodku propidyny (do
stezenia koncowego 50 pg/ml) i 10 pl rybonukleazy (do stezenia koncowego 80 pg/ml).
Proby delikatnie mieszano i inkubowano 30 minut w temperaturze 37 °C w atmosferze
5% CO,. Po tym czasie proby poddawano analizie cytometrycznej, zbierajac 20000

komorek.
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4.5. Ocena apoptozy testem PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I

Indukcje programowanej $mierci komorkowej analizowano z wykorzystaniem
cytometrii przeplywowej bazujac na komercyjnie dostgpnym zestawie (PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit I, BD Pharmingen, St. Zjedn.). Zestaw ten wykorzystuje
zjawisko utraty asymetrycznosci btony komoérkowej na wezesnych etapach procesu
apoptozy, co zwiazane jest z translokacja fosfatydyloseryny na zewngtrzna strong
btony komorkowej, gdzie jest rozpoznawana przez Anneksyng V, skoniugowang z
fluorochromem fikoerytryna (PE). Komorki dodatkowo barwiono
7-aminoaktynomycyna (7-AAD) dotaczona do zestawu, ktéora wnika do komorek z
uszkodzona blong komoérkowa. Dzigki tej metodzie mozliwe jest rozrdznienie trzech
populacji komorek: zywych komorek niebarwiacych si¢ zadnym odczynnikiem
(Ann-V-/7-AAD-), populacji komorek znajdujacych si¢ na wczesnych etapach procesu
apoptozy (Ann-V+/7-AAD-) oraz populacji wykazujacej zmiany towarzyszace pé6znym

etapom apoptozy badz procesowi nekrozy (Ann-V+/7-AAD+).

Testy przeprowadzano na ptytkach 6 — dotkowych. Kazda préba wykonana byta

w trzykrotnym powtorzeniu.

W celu przeprowadzenia doswiadczenia, komoérki posiewano w ilosci 150 — 200
tysigcy na dotek w 2 ml pozywki DMEM z 10% cFBS 1 1% P/S i hodowano w
temperaturze 37 °C w atmosferze 5% CO, przez 24 godziny. Nastgpnie komorki
inkubowano z analogami witaminy D lub nadtlenkiem wodoru przez 24 godziny, badz
tez po 24 godzinnej preinkubacji z analogami witaminy D wymieniano pozywke 1 przez
kolejne 24 godziny komorki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru. Po okreslonym w
doswiadczeniu czasie inkubacji do odpowiednio opisanych probowek cytometrycznych
zbierano pozywke z poszczegdlnych prob, komorki za§ przemywano PBS i
trypsynizowano. Komorki po trypsynizacji przenoszono do uprzednio przypisanych im
proboéwek cytometrycznych z zebrana wczesniej pozywka 1 wirowano przez 5 minut z
predkoscia 1500 obrotow na minutg. Osad komoérkowy ptukano dwukrotnie PBS, za
kazdym razem wirujac 5 minut z predkoscia 1500 obrotow na minute. Nastgpnie osad
komorkowy zawieszano w 100 pl buforu wiazacego dotaczonego do zestawu 1 bawiono
dodajac 5 pl anneksyny V/fikoerytryny i 5 pl 7-aminoaktynomycyny. Préby delikatnie

mieszano i inkubowano 15 minut w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej. Nastgpnie
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niezwlocznie przystepowano do analizy cytometrycznej, wykonujac standardowa
kompensacj¢ w oparciu o proby niebarwione, barwione jedynie anneksyna
V/ fikoerytryna lub 7-aminoaktynomycyna. Analizie cytometrycznej poddawano co
najmniej 10000 komorek z kazdej proby.

4.6. Analiza zmiany potencjalu blony mitochondrialnej

Do detekcji zmian potencjalu elektrochemicznego wewngtrznej btony
mitochondrialnej zastosowano barwnik JC-1 (Life Technologies Polska Sp. z o. o.,
Warszawa), a potencjalne zmiany tego potencjatu analizowano przy wykorzystaniu
cytometrii przeptywowej. Barwnik JC-1 w zdrowych komoérkach gromadzi si¢ w
macierzy  mitochondrialnej,  formujac  agregaty. = Rozproszenie  potencjatu
elektrochemicznego doprowadza do pojawienia si¢ monomeréw JC-1 w cytoplazmie.
Towarzyszy temu przesunigcie fluorescencji z czerwonej (agregaty JC-1) na zielona
(monomery JC-1). Aby mie¢ pewnos¢, ze obserwowane zmiany fluorescencji JC-1
rzeczywiscie wynikaja ze zmiany potencjalu btony mitochondrialnej konieczne jest
zastosowanie kontroli poddanej dziataniu protonofora CCCP (Sigma — Aldrich,

Poznan).

W celu przeprowadzenia doswiadczenia, komoérki hodowano w temperaturze
37 °C w atmosferze 5% CO; przez 24 godziny na ptytkach 6 — dotkowych, posiewajac
150 — 200 tysigcy na dotek w 2 ml pozywki DMEM z 10% cFBS i 1% P/S. Nastgpnie
komorki inkubowano z analogami witaminy D przez 24 godziny, nadtlenkiem wodoru 1
lub 3 godziny albo z cisplatyna przez 3 godziny. Aby zbada¢ wplyw analogow
witaminy D na dziatanie RFT po 24 godzinnej preinkubacji z analogami witaminy D
wymieniano pozywke a nastgpnie przez kolejne 1 — 3 godziny komoérki inkubowano w
obecnosci nadtlenku wodoru lub cisplatyny. Kazdy uktad do§wiadczalny wykonano w
trzykrotnym powtorzeniu. Po uplywie okre§lonego czasu inkubacji, komorki
przemywano PBS i trypsynizowano. Nastgpnie komorki zbierano do odpowiednio
opisanych probowek cytometrycznych i wirowano 5 minut z predkoscia 1500 obrotéw
na minutg. Osad komoérkowy plukano dwukrotnie PBS. Komoérki zawieszano w 1 ml

ogrzanego do temperatury pokojowej PBS. Kontrolg negatywna stanowily komorki

46



Modulacyjny wptyw witaminy D na dziatanie reaktywnych form tlenu w keratynocytach

Anna Piotrowska

niepoddawane stymulacji, za§ kontrole pozytywna komorki traktowane roztworem
CCCP (50 mM roztwor w DMSO, stezenie koncowe w probie 50 uM). Proby barwiono
roztworem JC-1 (2 mM roztwér w DMSO, stezenie koncowe w probie 2 uM),
rozpoczynajac od kontroli pozytywnej, ktéra barwiono z pigciominutowym
wyprzedzeniem. Nastgpnie proby inkubowano 15 minut w temperaturze 37 °C w
atmosferze 5% CO,. Zawiesing komorek wirowano 5 minut z predkoscia 1500 obrotéw
na minutg 1 zawieszano w 500 pl PBS. Wybarwione komorki niezwtocznie poddawano
analizie cytometrycznej, wykorzystujac proby traktowane CCCP do standardowej
kompensacji. Analizie cytometrycznej poddawano co najmniej 10000 komoérek z kazdej

préby.

Oprocz  analizy cytometrycznej wykonywano réwniez  obserwacjg
mikroskopowa z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego AxioVert 200.
Bezposrednio po odpowiednim czasie inkubacji komorek z badanymi zwiazkami
komorki barwiono przez 15 minut roztworem JC-1 (st¢zenie koncowe w probie 2 uM)
w temperaturze 37 °C w atmosferze 5% CO,. Nastgpnie wymieniano pozywke na

$wieza 1 wykonywano obserwacje mikroskopowa wraz z archiwizacja obrazu.

4.7. Pomiar poziomu wewngtrzkomorkowych reaktywnych form tlenu metoda
cytometrii przeplywowej

Aby oszacowa¢ produkcj¢ reaktywnych form tlenu w komorkach zastosowano
jedna z najszerzej stosowanych metod — barwienie H,DCFDA (Life Technologies
Polska Sp. z 0. 0., Warszawa), a nastepnie komorki poddawano analizie cytometrycznej.
H,DCFDA jest zwiazkiem, ktory przenika do wnetrza komoérek. Po cigciu przez
endogenne esterazy we wnetrzu komoérek powstaje H,DCF, ktory po utlenieniu ulega
przeksztalceniu do silnie fluorescencyjnego produktu — DCF. Akumulacja DCF w
komorkach moze by¢ nastgpnie mierzona jako wzrost intensywnosci fluorescencji z

uzyciem cytometru przeptywowego.

W celu przeprowadzenia doswiadczenia, komodrki posiewano na plytki
6 — dotkowe w ilosci 180 — 200 tysigcy na dotek w 2 ml pozywki DMEM z 10% cFBS i

1% P/S 1 hodowano w temperaturze 37 °C w atmosferze 5% CO; przez 24 godziny.
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Nastepnie do odpowiednich dotkéw dodawano 1,25(0OH),;D; w stezeniu 100 nM na 24
godziny albo H,O, w stgzeniu ImM na 1 lub 24 godziny. Stosowano réwniez uktad, w
ktérym komorki po 24 godzinnej preinkubacji z 1,25(OH),Ds w stgzeniu 100 nM po
wymianie pozywki poddawane byty dzialaniu H>O, w st¢zeniu 1mM przez 1 lub 24
godziny. Po uplywie stosownego czasu inkubacji pozywke¢ usuwano i do dotkow
dodawano pozywke zawierajaca HDCFDA w stezeniu 10 uM. Komorki inkubowano
30 minut w temperaturze 37 °C. Nastgpnie komodrki przemywano PBS i
trypsynizowano. Oddzielone w ten sposob od podioza komoérki przenoszono do
probowek cytometrycznych 1 wirowano 5 minut z predkoscia 1500 obrotéw na minutg.
Osad komorkowy plukano PBS i zawieszano w 1 ml PBS. Analizie cytometrycznej

poddawano co najmniej 10000 komorek z kazdej proby.

4.8. Analiza zmiatania wolnego rodnika DPPH"

N—N NO,

Ryc. 6. Wzor strukturalny wolnego rodnika DPPH'.

Potencjat antyoksydacyjny 7 — dehydrocholesterolu oraz analogow witaminy D
badano w oparciu o ich zdolno$¢ do zmiatania DPPH" (Sigma — Aldrich, Poznan), ktory
jest wolnym rodnikiem z niesparowanym elektronem walencyjnym na jednym z
atomow azotu (Ryc. 6). Bazujac na danych publikacyjnych przetestowano 25, 50 i 100
uM stezenia DPPH'. Ostatecznie do do$wiadczen wybrano DPPH" w stezeniu 50 pM.
Jako kontrolg pozytywna stosowano roztwor 0,0625% 1 0,125% BHT (Sigma - Aldrich,
Poznan), ktory jest standardowym antyoksydantem. Roztwory DPPH’, BHT oraz

badanych zwiazkow przygotowywano w 96% etanolu.
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Test przeprowadzano na ptytkach 96 — dotkowych. Wszystkie proby wykonano
w  dwoch  powtorzeniach, doswiadczenie  za§  powtarzano  trzykrotnie.
7-dehydrocholesterol badano w zakresie stgzen 3,125 — 100 uM, za$§ 1,25(OH),Ds oraz
analogi witaminy D w stgzeniach 0,01 — 1000 nM. Roztwér DPPH™ przygotowywano 1
dodawano do odpowiednich dotkéw bezposrednio przed rozpoczgciem pomiaru

spektrofotometrycznego.

W czytniku plytek wykonywano pomiar spektrofotometryczny co 2 minuty przy

dtugosci fali 517 nm. Pomiary prowadzono przez 60 minut.

4.9. Badanie poziomu mRNA wybranych genow

4.9.1. Izolacja RNA

W celu wyizolowania RNA komorki hodowano na 10 centymetrowych szalkach
Petriego. Po uzyskaniu konfluencji 50 — 70% komorki inkubowano z analogami
witaminy D lub nadtlenkiem wodoru przez 24 godziny, badz tez po 24 godzinnej
preinkubacji z analogami witaminy D wymieniano pozywke 1 przez kolejne 24 godziny

komorki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru.

Po uplywie wymaganego czasu inkubacji komorki przemywano PBS i odrywano
od podloza za pomoca jednorazowych skrobakow, zawieszajac je w 800 pl fenozolu.
Mieszaning inkubowano 5 minut w 50 °C. Nastepnie do mieszaniny dodawano 200 pl
chloroformu, delikatnie mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej 3 minuty.
Po tym czasie zawiesing komorek wirowano 10 minut z predkoscia 12000 obrotéw na
minute. Gorng frakcje nanoszono na minikolumng z zestawu do izolacji RNA i dalej
postgpowano zgodnie ze wskazdéwkami producenta (A&A Biotechnology, Polska).

Wyizolowane RNA przechowywano w temperaturze - 80 °C.
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4.9.2. OKkreslenie stezenia i czystosci RNA

W celu okre$lenia stgzenia 1 czysto$ci wyizolowanego RNA postugiwano si¢
czytnikiem ptytek EPOCH. Uzyskane mRNA uznawano za odpowiednie do dalszej
analizy jesli warto$¢ stosunku absorbancji przy dtugosciach fali OD260nm 1 OD28onm byta

w granicach 1,9 — 2,1.

4.9.3. Odwrotna transkrypcja (synteza cDNA)

Odwrotna transkrypcje przeprowadzano uzywajac zestawu komercyjnego
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific Fermentas, Litwa),
bazujac na instrukcji producenta. Reakcj¢ odwrotnej transkrypceji prowadzono przez 60
minut w temperaturze 42 °C, nastgpnie enzymy inaktywowano termicznie 5 minutowa

inkubacja w temperaturze 70 °C.
Uzyskany cDNA przechowywany byt w temperaturze — 20 °C.

Charakterystyk¢ mieszaniny reakcyjnej przedstawia Tabela 4.

Tabela 4. Skiad 1 x stezonego roztworu do odwrotnej transkrypcji

5 x stezony bufor do odwrotnej transkrypcji 4l
RiboLock™ RNase inhibitor (20 u/pl) 1wl
10 mM mix dNTPs 2ul
M-MuLV odwrotna transkryptaza (200 u/pl) 1l
Startery (losowe heksamery, (dT)18) 1wl
RNA x ul (1pg)
Woda destylowana do 20pl
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4.9.4. Projektowanie starterow
Startery stosowane do powielania fragmentéw ludzkich gendéw zwiazanych z
metabolizmem 1 aktywno$cia witaminy D oraz ze stresem oksydacyjnym

zaprojektowano stosujac program Primer Quest (Integrated Device Technology, St.

Zjedn.) (Tabela 5).
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Tabela 5. Sekwencje starterow projektowanych w celu powielania fragmentow genow
ludzkich zwiqzanych z metabolizmem i aktywnosciq witaminy D oraz ze stresem
oksydacyjnym wraz z uwzglednieniem dfugosci fragmentow oraz temperaturq ich
topnienia. VDR — receptor witaminy D, PDIA3 — izomeraza dwusiarczkowa,
CYP27B1 — 1- a-hydroksylaza, CYP344 — 25-hydroksylaza,
CYP24A1 — 24-hydroksylaza, SODI1 i 2 — dysmutaza ponadtlenkowa, CAT — katalaza,
gen kontrolny: RPL37A. (*) diugos¢ produktu reakcji PCR w parach zasad.

Sekwencja Nazwa genu | Temp. t. | pz*
(°C)

1 | CCAGTTCGTGTGAATGATGG VDR F 59,96 384
GTCGTCCATGGTGAAGGA VDR R 57,83

2 | TGTTTGCATTTGCTCAGA CYP27BI F 54,63 227
CCGGGAGAGCTCATACAG CYP27BI R 56,79

3 | GCAGCCTAGTGCAGATTT CYP24A1 F 53,97 335
ATTCACCCAGAACTGTTG CYP24AI1 R 51,3

4 [ AAGGCACCACCCACCTATGATACT CYP344 F 67,3 197
TACTTTGGGTCACGGTGAAGAGCA CYP344 R 70,5

5 | CTCCGACGTGCTAGAACTCA PDIA3 F 63,2 204
CAGGTGTTAGTGTTGGCAGT PDIA3 R 60,3

6 | TTCTGATGGCGGACTTTACC RPL37A F 63,9 143
CACTTGCTCTTTCTGTGGCA RPL374 R 64,2

7 | CCACACCTTCACTGGTCCAT SODI F 65,0 109
CTAGCGAGTTATGGCGACG SODI R 63,5

8 | TAGGGCTGAGGTTTGTCCAG SOD2 F 64,1 181
CACCGAGGAGAAGTACCAGG SOD2 R 63,6

9 | ACGGGGCCCTACTGTAATAA CATF 62,0 110
AGATGCAGCACTGGAAGGAG CATR 64,6
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4.9.5. PCR w czasie rzeczywistym

Do ilosciowej analizy ekspresji genow stosowano komercyjnie dostgpne zestawy
PCR Master Mix SYBR Green (A&A Biotechnology, Polska). Najczgsciej stosowany
sktad ilosciowy reagentow reakcji PCR umieszczono w Tabeli 6, natomiast profil
czasowo — temperaturowy w Tabeli 7. Aby oceni¢ specyficzno$¢ reakcji wyznaczono

krzywa topnienia po 40 cyklach PCR.

Tabela 6. Sktad 1 x stezonego roztworu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym

Starter F (10 mM) 0,3 ul
Starter R (10 mM) 0,3 ul
PCR Master Mix SYBR Green 10 ul
Matryca cDNA 1l

Woda wolna od nukleaz 8,4 ul

Tabela 7. Najczesciej stosowany profil czasowo — temperaturowy reakcji PCR w czasie

rzeczywistym.
Etap Temperatura (°C) Czas (sekundy)
1 95 15
2 55-62 20
3 72 20
4 80 10
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4.10. Analiza statystyczna

Test One — Way ANOVA (GraphPad Prism) zastosowano dla testow
proliferacyjnych. W tescie SRB wyznaczano potencjal badanego zwiazku poprzez
okreslenie ECsy, czyli st¢zenia badanego zwiazku, przy ktorym obserwowane jest 50%

maksymalnie wywolywanego efektu.

Wyniki zaprezentowano jako Srednia zmiennych (z 3 niezaleznych pomiardéw)
uwzgledniajac odchylenie standardowe, a za istotne statystycznie przyjgto wartosci dla

ktorych p<0,05 (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <0,001).

Wyniki badan cytometrycznych oraz ilosciowej oceny ekspresji gendéw

opracowano stosujac rozktad t — Studenta (Microsoft Excel).

Wyniki zaprezentowano jako $rednia zmiennych (3 — 6 powtorzen)
uwzgledniajac odchylenie standardowe, a za istotne statystycznie przyjgto wartosci dla

ktorych p<0,05 (*p < 0,05; **p <0,01; ***p <0,001).

Poziom ekspresji badanych genéw mierzony metoda PCR w czasie
rzeczywistym poréwnywano wykorzystujac metod¢ AA-Ct normalizowana wzgledem
genu referencyjnego RPL37A kodujacego rybosomalne biatkko L37a (2 — 3
powtorzenia). Jako kontrolg negatywna stosowano proby, w ktorych cDNA zastapiono

woda.
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5. WYNIKI

5.1. Ocena zywotnoS$ci komorek linii HaCaT testem SRB

W celu okreslenia zakresu st¢zen badanych zwiazkéw wywierajacych efekt
cytotoksyczny przeprowadzono oceng¢ zywotnosci komorek z zastosowaniem
kolorymetrycznego testu SRB. Metoda ta bazuje na elektrostatycznym wiazaniu biatka
z anionowym barwnikiem sulforodaming B. Finalny pomiar spektrofotometryczny
pozwala okresli¢ ilo§¢ biatka, ktora jest wprost proporcjonalna do liczby zywych

komorek.

5.1.1. Ocena wplywu analogow witaminy D na zywotnos¢ keratynocytow
linii HaCaT

Badania z zastosowaniem testu SRB wykazaty, ze linia HaCaT charakteryzuje
si¢ wysoka wrazliwos$cia na zastosowane analogi witaminy D (Rycina 7). Wzrost
komoérek podczas 24 godzinnej inkubacji hamowany byt juz w niskich, bo
pikomolowych, st¢zeniach zastosowanych zwiazkéw. Najsilniejsze dziatanie wywierat
kalcypotriol oraz 1,25(OH),Ds;, najstabsze za§ analog 210HpD. W Tabeli 8
przedstawiono obliczone dla testowanych zwiazkéw wartosci Ecsg, czyli stezenie

zwiazku wywotujace potowg maksymalnej efektywnosci.

Tabela 8. Porownanie wartosci Ecsg wyznaczonych dla analogow witaminy D.

Stosowane zwiazki Ecsy [M]
1,25(0H),D; 8,91 x 10"
200HD; 2,74 x 107
210HpD 1,44 x 107
Kalcypotriol 8,13x 10™
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Ryc. 7. Porownanie wptywu 1,250H,D; (4), 200HD; (B), 210HpD (C) i kalcypotriolu
(D) na zywotnos¢ linii komorkowej HaCaT z zastosowaniem testu SRB. Komorki
inkubowano ze zwiqzkami w stezeniach od 0,1 pm do 1 uM przez 24 godziny. Jako
kontrole wykorzystano komorki inkubowane w samej pozywce oraz pozywce z etanolem
w ilosci odpowiadajqcej zawartosci etanolu w probie o najwyzszym stezaniu analogow
witaminy D. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test One — Way ANOVA
(GraphPad Prism) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na
wykresach pokazano wartosci srednie z 3 niezaleznych pomiarow + SD, normalizowane

wzgledem kontroli.
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5.1.2. Ocena wplywu nadtlenku wodoru na zywotnos$¢ karatynocytow linii
HaCaT

W  kolejnym etapie badan ponownie stosujac test SRB przetestowano
wrazliwo$¢ linii HaCaT na dziatanie modelowej reaktywnej formy tlenu — nadtlenku
wodoru w czasie 24 godzinnej inkubacji. Stwierdzono, ze wzrost komorek istotnie

hamowany byl przy st¢zeniu 0,16 mM, za$§ wartos¢ Ecso wynosita 0,186 mM.
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Ryc. 8. Wplyw nadtlenku wodoru na zywotnosé linii komorkowej HaCaT okreslony z
zastosowaniem testu SRB. Komorki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w
stezeniach w zakresie 0,0256 - 5 mM przez 24 godziny. Jako kontrole wykorzystano
komorki inkubowane w samej poZywce. Do analizy istotnoSci statystycznej uzyto test
One — Way ANOVA (GraphPad Prism) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Na wykresach pokazano wartosci Srednie z 3 niezaleznych

pomiarow + SD, normalizowane wzgledem kontroli.

5.1.3. Ocena lacznego wplywu nadtlenku wodoru i analogéw witaminy D
na zywotnos¢ keratynocytow linii HaCaT

Po wyznaczeniu efektywnych dawek analogow witaminy D oraz nadtlenku

wodoru hamujacych wzrost komorek linii HaCaT w czasie 24 godzinnej inkubacji
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postanowiono podja¢ probe scharakteryzowania efektu tacznego, to znaczy wplywu
wywieranego na zywotnos¢ komorek przez nadtlenek wodoru oraz analogi witaminy D

stosowane jednoczes$nie podczas 24 godzinnej inkubacji.

Badania Zywotnosci komorek z wykorzystaniem testu SRB wykazaty, ze
poddawanie komorek linii HaCaT jednoczesnemu dzialaniu H,O, 1 analogéow
witaminy D w stezeniu 10 nM przez 24 godziny w sposob znaczacy uwrazliwiato je na
cytotoksyczne dzialanie nadtlenku wodoru (Ryc. 9). Wartosci Ecsy obliczone dla
nadtlenku wodoru stosowanego jednoczesnie z 1,25(OH),Ds, 210HpD 1 kalcypotriolem
w stezeniu 10 nM byly w przyblizeniu 2 — 3 krotnie nizsze w pordwnaniu z wartoscia
Ecso wyznaczona dla samego H,O, (Tab. 9). Jedynie w przypadku analogu 200HD3
roznica ta byla mniejsza — stezenie zwiazku wywotujace polowg maksymalnej
efektywnosci wyznaczone dla nadtlenku wodoru stosowanego jednocze$nie z tym

analogiem bylo 1,5 krotnie nizsze od wartosci Ecsy wyznaczonej dla samego H,O,
(Tab. 9).

Tabela 9. Porownanie wartosci Ecsy wyznaczonych dla nadtlenku wodoru oraz

nadtlenku wodoru stosowanego jednoczesnie z analogami witaminy D w steZeniu

10 nM.

Stosowane zwigzki Ecso [mM]
H,0; 0,186
H,0, + 10 nM 1,25(0OH),D; 0,07242
H,0, + 10 nM 200HD; 0,1196
H,0, + 10 nM 210HpD 0,04946
H,0, + 10 nM kalcypotriol 0,06289
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Ryc. 9. Porownanie wplywu nadtlenku wodoru lub nadtlenku wodoru podawanego
jednoczesnie z analogami witaminy D: 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) i
kalcypotriolem (D) na zywotnosé¢ linii komorkowej HaCaT z zastosowaniem testu SRB.
Komorki inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniach od 0,0256 —5 mM bqdz z
analogami witaminy D w stezeniu 10 nM lqczonymi z nadtlenkiem wodoru w zakresie
stezen 0,0256—5 mM przez 24 godziny. Jako kontrole wykorzystano komorki
inkubowane w samej pozywce oraz pozZywce z etanolem w ilosci odpowiadajqcej
zawartosci etanolu w probie o najwyziszym stezaniu analogow witaminy D. W celu
wyeksponowania roznic dla paneli A, B, C i D zastosowano ten sam wykres dziatania
nadtlenku wodoru pochodzqcy z Ryc. 8. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test
One — Way ANOVA (GraphPad Prism) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Na wykresach pokazano wartosci srednie z 3 niezaleznych

pomiarow = SD, normalizowane wzgledem kontroli.
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5.1.4. Ocena wplywu cisplatyny oraz lacznego wplywu cisplatyny i
1,25(OH),D; na zywotno$¢ keratynocytow linii HaCaT

W kolejnym etapie doswiadczen z uzyciem testu SRB zbadano wrazliwo$¢
komorek linii HaCaT na cisplatyng (Ryc. 10), ktora jest jednym z najbardziej
skutecznych 1 najszerzej stosowanych cytostatykow (135). Dane literaturowe wykazuja,
ze ekspozycja komorek na cisplatyng indukuje powstawanie reaktywnych form, ktore w
znaczacym stopniu przyczyniaja si¢ do wywolywania $mierci komodrkowej poprzez
wzmocnienie efektu cytotoksycznego wywieranego przez powstawanie uszkodzen w
DNA (136), dlatego tez do wybranych dalszych dos§wiadczen wytypowano ten wlasnie

zwiazek.

Stwierdzono, ze wzrost komorek w czasie 24 godzinnej inkubacji z cisplatyna
istotnie hamowany byl przy st¢zeniu réwnym 0,48 uM, za$ warto$§¢ Ecsy dla tego

zwiazku wynosita 46,408 uM.

EC50=46.408 uM
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Ryc. 10. Wplyw cisplatyny na zZywotnos¢ linii komorkowej HaCaT okreslony z
zastosowaniem testu SRB. Komorki poddawano dziataniu cisplatyny w stezeniach od
0,00384 do 300 uM przez 24 godziny. Jako kontrole wykorzystano komorki inkubowane
w samej pozywce. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test One — Way ANOVA
(GraphPad Prism) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na
wykresach pokazano wartosci Srednie z 3 niezaleznych pomiarow + SD, normalizowane

wzgledem kontroli.
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Zbadano rowniez cytotoksyczny wptyw na komorki linii HaCaT wywierany
przez cisplatyne stosowana jednoczes$nie z 1,25(0OH),D3; w stezeniu 10 nM (Ryc. 11).
Zaobserwowano niemal trzykrotne obnizenie wartosci Ecsy (Tab. 10) w poréwnaniu z
wartoscia Ecso wyznaczona dla samej cisplatyny. Odnotowano zatem wzmocnienie

cytotoksycznego efektu wywieranego przez cisplatyng poprzez 10 nM 1,25(0OH),Ds.

Tabela 10. Porownanie wartosci Ecsy wyznaczonych dla cisplatyny oraz cisplatyny
stosowanej jednoczesnie z 10 nM kalcytriolem.

Stosowane zwiazki Ecsy [pM]
Cisplatyna 46,408
10 nM 1,25(OH),D; + cisplatyna 17,062
m Cisplatyna
o Cisplatyna + 10 nM
4 4 1,25(0H),D,
3 104 1§
j, =
o
) B A
g 0.5
N
]
£
2
0.0 L} L] L} L] ] ) 1

]
0 0.004 0.019 0.096 0.48 24 12 60 300
Cisplatyna [uM]

Ryc. 11. Porownanie wphwu cisplatyny lub cisplatyny stosowanej rownoczesnie z
1,250H,D; na zZywotnos¢ linii komorkowej HaCaT z zastosowaniem testu SRB.
Komorki inkubowano z cisplatynq w stezeniach od 0,00384 do 300 uM bqdz 1,250H,D;
w stezeniu 10 nM z cisplatynq w stezeniach od 0,00384 do 300 uM przez 24 godziny.
Jako kontrole wykorzystano komorki inkubowane w samej pozywce. Do analizy
istotnosci statystycznej uzyto test One — Way ANOVA (GraphPad Prism) z rozkladem
jednosladowym,; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresach pokazano wartosci

srednie z 3 niezaleznych pomiarow + SD normalizowane wzgledem kontroli.
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5.2. Ocena cyklu komoérkowego

Analiz¢ dystrybucji komorek w poszczegdlnych fazach cyklu mitotycznego
wykonano za pomoca cytometrycznej oceny komorek wybarwionych jodkiem
propidyny (PI), z wykorzystaniem oprogramowania CellQuest Pro™. Ryc. 12
przedstawia reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej barwionych jodkiem
propidyny komorek, pozostate wyniki przedstawiono w formie wykreséw stupkowych

w odpowiednich podrozdziatach.
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M2 69.88 M2 62.28 M2 4272 M2 4875
M3 7.02 M3 11.09 M3 14.38 M3 12.69
M4 18.80 M4 2398 M4 30.04 M4 21.32

Ryc. 12. Reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej cyklu komorkowego po
barwieniu komorek linii HaCaT jodkiem propidyny. Komorki poddawano dziataniu
1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM Iub H,O, w stezeniu 1 mM przez 24 godziny.
Alternatywnie stosowano 24 godzinng preinkubacje z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM,

po ktorej komorki poddawano dziataniu H,O; w stezeniu 1 mM.
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5.2.1. Ocena wplywu 1,25(OH);D;3 na przebieg cyklu komoérkowego
keratynocytow linii HaCaT

W pierwszym etapie badan oszacowano wptyw inkubacji keratynocytéw linii
HaCaT z 1,25(OH),D; na ich dystrybucj¢ w cyklu komorkowym. Zastosowano 24
godzinna inkubacje¢ komorek z 1,25(OH),Ds w zakresie stg¢zen 0,1 — 100 nM, poniewaz
te wlasnie st¢zenia wykazywaty efekt cytotoksyczny w stosunku do badanych komorek,
co wykazano uprzednio charakteryzujac zywotno$¢ komorek testem SRB (Wyniki,
5.1.1). Podkresli¢ nalezy, zZe wymienione stgzenia odpowiadaja zakresowi

fizjologicznych stezen 250HD3 w surowicy krwi (69).

Wykazano, ze 1,25(OH),D; zastosowany w st¢zeniach 0,1 — 100 nM zmniejszat
odsetek komorek fazy GO/G1 w granicach 4 — 6% (wynik istotny statystycznie dla
catego zakresu stezen 1,25(OH),D;) oraz frakcji SubGl (p<0,05) o 0,7 — 0,9% w
poroéwnaniu z grupa kontrolna (Ryc. 13). Jednoczesnie odnotowano zmiany odsetka
komorek w fazie S pod wpltywem 1,25(OH),D; w stezeniu 0,1 1 100 nM — frakcja ta
ulegla zwigkszeniu o okoto 2 i 4,6% w pordwnaniu z kontrola (p<0,01). Podobna
tendencj¢ zaobserwowano dla pozostatych stezen 1,25(OH),D; — 1 i 10 nM, jednak
wynik ten nie byt istotny statystycznie. Zaobserwowano réwniez istotny statystycznie
wzrost odsetka komorek znajdujacych si¢ we frakcji G2/M pod wptywem 24 godzinne]
inkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),Ds; w stgzeniach 0,1 - 100 nM w stosunku do
grupy kontrolnej. Wzrost ten wynosit okoto 2,7 — 5,1% w poréwnaniu z kontrolg i byt

odwrotnie proporcjonalny do zastosowanego st¢zenia 1,25(OH),Ds.
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Ryc. 13. Wphyw 1,25(0OH),D; na cykl komorkowy komorek linii HaCaTl. Komorki
inkubowano z 1,25(OH),D; w zakresie stezen 0,1 — 100 nM przez 24 godziny, nastepnie
zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres
przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow £+ SD. Do
analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

5.2.2. Ocena wplywu nadtlenku wodoru na cykl komorkowy
keratynocytéw linii HaCaT

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw inkubacji komorek linii HaCaT z
nadtlenkiem wodoru na ich dystrybucje w cyklu komoérkowym. Zastosowano 24
godzinng inkubacje komorek z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 5 mM.

Wyniki przedstawiono w formie wykresu stupkowego na Ryc. 14.

Zaobserwowano, ze 24 godzinna inkubacja komoérek HaCaT z Hy0,
zastosowanym w zakresie stgzen 0,5 — 5 mM powodowata zmniejszenie odsetka
komorek fazy GO/G1 w granicach 14 — 40% w porownaniu z grupa kontrolna (p<0,01
dla H,O, w stezeniu 0,5 mM oraz p<0,001 dla H,O, w stezeniach 1 — 5 mM).

Zauwazono rowniez, ze odsetek komorek frakcji GO/G1 malat takze pod wptywem 24
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godzinnej inkubacji z H,O, w stezeniu 0,1 mM, jednak wynik ten nie byt istotny
statystycznie. Obserwowanym zmianom towarzyszyty proporcjonalne zmiany odsetka
komorek fazy S, G2/M oraz frakcji SubG1. Odnotowano wzrost odsetka komorek fazy
S pod wptywem 24 godzinnego dziatania nadtlenku wodoru w stezeniach 0,1 mM
(p<0,05), 1 mM (p<0,01) oraz 2 mM (p<0,001), odpowiednio o 0,6%, 6,5% 1 5,6% w
poréwnaniu z grupa kontrolna. Oprécz tego odnotowano rowniez istotny statystycznie
wzrost odsetka komorek fazy G2/M pod wptywem 24 godzinnej inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru w stezeniach 0,5 — 2 mM. Wzrost ten byt najwyzszy w przypadku

zastosowania nadtlenku wodoru w st¢zeniu 1 mM 1 wynosit okoto 21% (p<0,001).
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Ryc. 14. Wphyw nadtlenku wodoru na cykl komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki
inkubowano z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 5 mM przez 24 godziny,
nastepnie zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie.
Wykres przedstawia wartosci srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD.
Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Obserwowano rowniez, ze wraz ze wzrostem st¢zenia zastosowanego nadtlenku wodoru
wzrastat odsetek komorek frakcji SubGl. Istotny statystycznie wzrost odsetka komorek
frakcji SubGl w granicach 8 — 44 % obserwowano w przypadku 24 godzinnej
inkubacji komorek HaCaT z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniach 1 — 5 mM (p<0,001).
Obserwowany wzrost odsetka komodrek znajdujacych si¢ we frakcji SubGl po 24
godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniach 1 mM 1 5 mM, tlumaczy

spadek odsetka komorek frakcji G2/M 1 S.

5.2.3. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z
1,25(OH),;D; na wrazliwo$¢ komoérek na dzialanie nadtlenku wodoru.
Zmiany w cyklu komérkowym

W celu ustalenia wptywu preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; na
dystrybucj¢ komorek w cyklu komdérkowym pod wplywem dziatania nadtlenku wodoru
zastosowano 24 godzinna inkubacj¢ komorek z 1,25(OH),D; w zakresie stgzen
0,1-100 nM, po ktorej komoérki poddawano 24 godzinnemu dziataniu nadtlenku
wodoru w zakresie stgzen 0,1 —2 mM. Schemat 1 ilustruje plan doswiadczen. Wyniki

przestawiono w formie wykresow stupkowych na Ryc. 15 — 18.

Poczatek . Analiza cyklu
hodowli ~ WitD  H,O,  komérkowego

TR S E

-24 h 0h 24 h 48 h

Schemat 1. Plan doswiadczen.

W pierwszej kolejnosci zbadano wpltyw 24 godzinnej preinkubacji komorek
HaCaT z 1,25(OH),Ds w stezeniu 0,1 nM na ich dystrybucje w cyklu komérkowym pod
wpltywem 24 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w zakresie st¢zen 0,1 — 2 mM

(Ryc. 15).
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Ryc. 15. Porownanie wptywu 1,25(0OH),D; w stezeniu 0,1 nM oraz nadtlenku wodoru
na cykl komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z 1,25(OH),D; w
stezeniu 0,1 nM bqdz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 2 mM (kolejno
wykresy A, B, C i D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z
1,25(0OH),D; w stezeniu 0,1 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu 0,1 — 2 mM
nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem
propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane
z trzech niezaleznych pomiarow £+ SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t
Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym,; *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001.

Nie zaobserwowano istotnego statystycznie wptywu 24 godzinnej preinkubacji
komoérek HaCaT z 1,25(OH),Ds; w stezeniu 0,1 nM na ich dystrybucje w cyklu
komoérkowym pod wpltywem 24 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w
stezeniach 0,1 mM 1 0,5 mM (Ryc. 15, panele A i B). Natomiast 24 godzinna
preinkubacja komorek HaCaT z 1,25(0OH),D; w stezeniu 0,1 nM powodowata okoto 3%
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wzrost odsetka komorek HaCaT w fazie S pod wptywem 24 godzinnej inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM (p<0,01) w poréwnaniu z probami poddawanymi
jedynie dziataniu nadtlenku wodoru (Ryc. 15, panel C). Jednocze$nie obserwowano
istotny statystycznie spadek odsetka komoérek w fazie GO/G1 (p<0,001) w probach, w
ktorych dzialanie nadtlenku wodoru w stgzeniu 1 mM poprzedzala 24 godzinna

inkubacja komorek z 1,25(OH),Ds w stezeniu 0,1 nM.

Podobna tendencjg, tj. wzmocnienie efektu wywieranego przez nadtlenek
wodoru na dystrybucj¢ komérek HaCaT w cyklu komorkowym poprzez zastosowanie
24 godzinnej preinkubacji komorek z 1,25(0OH),Ds w stezeniu 0,1 nM, w pordwnaniu z
préobami poddawanymi jedynie dzialaniu nadtlenku wodoru, zaobserwowano w
przypadku inkubacji komorek z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 2 mM (Ryec. 15, panel
D). Odnotowano istotny statystycznie, blisko 19%, spadek odsetka komorek fazy
G0/G1 w przypadku komoérek poddawanych preinkubacji z 1,25(0OH),D; w stgzeniu
0,1 nM (p<0,05) oraz okoto 7% spadek odsetka komorek w fazie S (p<0,001) w
poréwnaniu z probami poddawanymi jedynie dziataniu nadtlenku wodoru, czemu

towarzyszyl wyrazny, bo blisko 39%, wzrost odsetka komorek frakcji SubG1 (p<0,01).

Zaobserwowano zatem, ze cytotoksyczna aktywno$¢ nadtlenku wodoru
stosowanego przez 24 godziny w stezeniach 1 1 2 mM, majaca swoje odzwierciedlenie
we wzroscie odsetka komorek frakcji S, badz SubGl, byla wzmacniana poprzez
zastosowanie 24 godzinnej preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu
0,1 nM. W zwiazku z tym postanowiono zbada¢ wptyw 24 godzinnej preinkubacji
komorek HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu 1 nM na ich dystrybucj¢ w cyklu
komoérkowym pod wptywem 24 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w zakresie

stezen 0,1 — 2 mM. Wyniki przedstawiono na Ryc. 16.
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Ryc. 16. Porownanie wphywu 1,25(0OH),D; w stezeniu 1 nM i nadtlenku wodoru na cykl
komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z 1,25(OH),D; w stezeniu 1 nM
badz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 2 mM (kolejno wykresy A, B, C i D)
przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z 1,25(OH),D; w stezeniu
1 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu 0,1 — 2 mM nadtlenku wodoru przez
kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano
cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiarow £ SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft

Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Zaobserwowano, ze zastosowanie 24 godzinnej preinkubacji komérek HaCaT z
1,25(0OH),D3 w wyzszym stgzeniu wzmacnialo dziatanie nadtlenku wodoru w calym
zakresie stosowanych stezen. Obserwowano istotny statystycznie spadek odsetka
komorek w fazie GO/G1 w granicach 3,8 — 18%, proporcjonalnie do zastosowanego

stezenia nadtlenku wodoru w probach, w ktorych dzialanie nadtlenku wodoru w
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zakresie stgzen 0,1 -2 mM poprzedzata 24 godzinna inkubacja komoérek HaCaT z
1,25(OH),D3 w stezeniu 1 nM (p<0,05) (Ryc. 16, panele A — D). Jednocze$nie
odnotowano, ze 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stgzeniu
1 nM powodowata wzrost odsetka komoérek w fazie S pod wplywem inkubacji komoérek
z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 0,1 mM i 1 mM odpowiednio o okoto 3% 1 4%
(p<0,01) 1 2% wzrost odsetka komorek w fazie G2/M pod wplywem stymulacji
komorek nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 0,5 mM (p<0,05). Wykazano rowniez, ze
odsetek komorek frakcji SubGl istotnie wzrastat o okoto 2,4% pod wptywem dziatania
nadtlenku wodoru stosowanego w st¢zeniu 1 mM w probach poddawanych uprzednio

24 godzinnej inkubacji z 1,25(OH),Ds w stezeniu 1 nM.

Zaobserwowano rowniez, ze pod wplywem 24 godzinnej preinkubacji komorek
HaCaT z 1,25(OH),D3 w stezeniu 1 nM istotnie malat odsetek komorek w fazie S oraz
G2/M poddawanych 24 godzinnemu dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniu 2 mM
(p<0,01 1 p<0,05 odpowiednio). Odnotowano natomiast 40% wzrost odsetka komorek

frakeji SubG1 (p<0,01).

Zatem zwigkszenie stgzenia stosowanego w czasie preinkubacji 1,25(OH),Ds z
0,1 nM do 1 nM, sprawito ze wzmocniona zostata cytotoksyczna aktywno$¢ nadtlenku

wodoru w pelnym zakresie stosowanych stezen.

W kolejnych doswiadczeniach zastosowano 1,25(OH),D; w stezeniu 10 nM w
czasie 24 godzinnej inkubacji komoérek HaCaT, poprzedzajacej 24 godzinne dziatanie

nadtlenku wodoru w zakresie stezen 0,1 — 2 mM. Wyniki przedstawiono na Ryc. 17.
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Ryc. 17. Porownanie wpbywu 1,25(OH);D; w stezeniu 10 nM i nadtlenku wodoru na
cykl komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z 1,25(0OH),D3; w steZeniu
10 nM bqdz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 2 mM (kolejno wykresy A, B,
C i D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z 1,25(OH) ;D3 w
stezeniu 10 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu 0,1 — 2 mM nadtlenku
wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny
analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosSci Srednie uzyskane z trzech
niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta

(Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Zaobserwowano, ze poddawanie komoérek HaCaT 24 godzinnemu dziataniu
1,25(OH),D; w stezeniu 10 nM, po ktorym nastgpowata inkubacja komorek z
nadtlenkiem wodoru w zakresie stgzen 0,1 — 2 mM, wzmacniato obserwowany wplyw
dziatania nadtlenku wodoru na dystrybucje komoérek HaCaT w cyklu komorkowym.
Obserwowano istotne statystycznie zmniejszenie odsetka komorek w fazie GO/G1 w

granicach 7 — 25% w przypadku komorek inkubowanych z 1,25(OH),Ds; w stezeniu
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10 nM i nastgpnie poddawanych dziataniu nadtlenku wodoru w zakresie st¢zen
0,5 — 2 mM (p<0,01 dla nadtlenku wodoru w stezeniu 0,5 mM, p<0,05 dla nadtlenku
wodoru w stezeniu 1 mM oraz p<0,001 dla nadtlenku wodoru w stezeniu 2 mM) w
poréwnaniu z probami poddawanymi jedynie dzialaniu nadtlenku wodoru w
analogicznych stezeniach. Tym samym efekt wywierany przez nadtlenek wodoru
stosowany w st¢zeniu 2 mM podczas 24 godzinnej inkubacji zostat silniej wzmocniony
w przypadku 24 godzinnej preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stgzeniu
10 nM w poréwnaniu z 24 godzinna preinkubacja komoérek z 1,25(OH),D; w stezeniu
I nM (25% rd6znicy w pordéwnaniu z 18% odpowiednio). Jednocze$nie zmniejszeniu
odetka komorek fazy G0/G1 towarzyszyl wzrost odsetka komorek innych faz cyklu. W
przypadku 24 godzinnej inkubacji komorek HaCaT z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu
0,1 mM zastosowanie preinkubacji z 1,25(OH),D; w stezeniu 10 nM powodowato
zwigkszenie odsetka komorek fazy S o niemal 2% (p<0,05) w poréwnaniu z komorkami
poddawanymi dzialaniu jedynie nadtlenku wodoru. Dzialanie nadtlenku wodoru w
wyzszych stgzeniach, tj. 0,5 — 2 mM, wzmacniane bylo poprzez 24 godzinna
preinkubacje komoérek z 1,25(0OH),D; w stezeniu 10 nM w innych fazach cyklu
komorkowego, co uwidaczniato si¢ w zwigkszeniu odsetka komoérek w fazie G2/M o
okoto 7% w przypadku nadtlenku wodoru w stezeniu 0,5 mM (p<0,01), badz komoérek
frakcji SubGl o okolo 4% w przypadku nadtlenku wodoru stosowanego w stgzeniu
ImM (p<0,01) lub nawet 54% w przypadku nadtlenku wodoru stosowanego w stezeniu

2mM (p<0,001).

Nastepnie zbadano rowniez wptyw 24 godzinnej preinkubacji komorek HaCaT z
1,25(OH),D3 w stezeniu 100 nM na ich dystrybucje w cyklu komoérkowym pod
wplywem 24 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w zakresie st¢zen 0,1 — 5 mM.

Wyniki przedstawiono na Ryc. 18.
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Ryc. 18. Porownanie wpltywu 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM i nadtlenku wodoru na
cykl komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z 1,25(0OH),D; w stezeniu
100 nM bqd? z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 5 mM (kolejno wykresy A,
B, C i D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z 100 nM
1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu 0,1 — 5 mM
nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem
propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane
z trzech niezaleznych pomiarow £ SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t
Studenta (Microsoft Excel) z rozkltadem jednosladowym,; *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001.

Zaobserwowano, ze 24 godzinna preinkubacja komorek HaCaT z 1,25(OH),Ds
w stezeniu 100 nM wplywala na istotne statystycznie zmniejszenie odsetka komorek
fazy GO/G1 pod wptywem 24 godzinnej inkubacji komorek z nadtlenkiem wodoru w
stezeniach 0,1 1 0,5 mM odpowiednio o okoto 12% i 13,5% (p<0,001), czemu
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towarzyszyl wzrost odsetka komodrek fazy G2/M, w stosunku do prob poddawanych
jedynie dziataniu nadtlenku wodoru stosowanego w analogicznych stezeniach.
ZaleznoS$ci tej nie zaobserwowano w przypadku nadtlenku wodoru stosowanego w
stezeniach 2 1 5 mM. Zastosowanie 24 godzinnej preinkubacji komoérek HaCaT z
1,25(0OH),D3 w stezeniu 100 nM wywotywato wrecz odmienny skutek wobec wplywu
wywieranego w czasie 24 godzinnej inkubacji przez nadtlenek wodoru w stezeniu
2 mM — zaobserwowano wzrost odsetka komorek fazy GO/G1 w poréwnaniu z probami
inkubowanymi wytacznie z nadtlenkiem wodoru w tym samym stgzeniu. Efekt ten nie
byl jednak znamienny statystycznie. Jednocze$nie we wspomnianych warunkach
doswiadczalnych obserwowano zwigkszenie odsetka komoérek frakcji SubG1l o okoto
13% (p<0,01), czemu towarzyszyto zmniejszenie odsetka komoérek w fazie S (p<0,05)

oraz G2/M (p<0,01).

Przeprowadzone doswiadczenia oraz analiza dystrybucji komorek w cyklu
komorkowym wykazaty, ze 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),Ds
istotnie wptywata na dystrybucj¢ komorek w cyklu komérkowym pod wptywem 24
godzinnej inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru. Zastosowanie preinkubacji z
1,25(0OH),;D3 juz w stezeniu 0,1 nM uwrazliwiatlo komorki na dziatanie nadtlenku
wodoru w stgzeniach 1 mM 1 2 mM, powodujac zwigkszenie odsetka komoérek fazy S
w pierwszym przypadku oraz zwigkszenie frakcji SubGl w przypadku inkubacji
komorek z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 2 mM (Ryec. 15, panele C i D). Zwigkszenie
stgzenia 1,25(0OH);,D3 do 1 nM stosowanego w czasie 24 godzinnej preinkubacji
komorek powodowato zmniejszenie odsetka komoérek fazy GO/G1 pod wpltywem
nadtlenku wodoru stosowanego w czasie 24 godzin w pelnym zakresie stgzen, tj. 0,1 —2
mM w poréwnaniu z prébami inkubowanymi jedynie z nadtlenkiem wodoru (Ryc. 16,
panele A — D). Ponadto zastosowanie preinkubacji z 1,25(0OH),D; w stezeniu 1 nM
powodowato zwigkszenie odsetka komoérek w fazie S w wyniku 24 godzinnej inkubacji
komorek z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM (Ryc. 16, panel C) oraz zwigkszenie
frakcji SubG1 pod wptywem 24 godzinnej inkubacji komorek z nadtlenkiem wodoru w
stgzeniach 1 mM 1 2 mM (Ryc. 16, panele C i D) w porownaniu z probami
poddawanymi wytacznie dziataniu nadtlenku wodoru. Podobny efekt obserwowano
stosujac 24 godzinng preinkubacje z 1,25(0OH),Ds w stezeniu 10 nM (Ryc. 17, panele
A — D), z tym ze wzrost odsetka komorek frakcji SubGl pod wptywem nadtlenku
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wodoru w stezeniu 2 mM w tym samym czasie inkubacji byl wigkszy niz w przypadku
24 godzinnej preinkubacji komoérek z 1,25(OH),D; w stezeniu 1 nM w poroOwnaniu z

probami inkubowanymi jedynie z nadtlenkiem wodoru.

24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM
powodowata zmniejszenie odsetka komorek w fazie GO/G1 pod wplywem 24 godzinne;
inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru w stezeniach 0,1 mM 1 0,5 mM oraz
proporcjonalny wzrost odsetka komorek fazy G2/M w pordOwnaniu z probami
poddawanymi dziataniu jedynie nadtlenku wodoru (Ryc. 18, panele A i B). Podobnie
jak w przypadku nizszych stgzen 1,25(OH),Ds; stosowanego w czasie 24 godzinnej
preinkubacji komoérek HaCaT, zastosowanie 1,25(OH),D; w stgzeniu 100 nM
powodowato wzrost odetka komorek frakcji SubG1 pod wplywem inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 2 mM (Ryc. 18, panel C) w pordwnaniu z probami
poddawanymi wylacznie dziataniu nadtlenku wodoru w analogicznym stezeniu.
Zaobserwowano réwniez, ze 24 godzinna preinkubacja komorek HaCaT z 1,25(OH),Ds
w stezeniu 100 nM powodowata zwigkszenie odsetka komorek fazy GO/G1 po 24
godzinnej inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 2 mM w poroéwnaniu z
komorkami inkubowanymi wytacznie z nadtlenkiem wodoru. Efekt ten nie byl jednak

istotny statystycznie.

Do dalszych badan nad wptywem 24 godzinnej preinkubacji komoérek HaCaT z
analogami witaminy D na dystrybucj¢ komoérek w cyklu koméorkowym pod wptywem
inkubacji z nadtlenkiem wodoru wybrano 100 nM stgzenie analogow witaminy oraz

1 mM stezenie nadtlenku wodoru, stosowanego w czasie 24 godzinnej inkubacji.

5.2.4. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z analogami
witaminy D na wrazliwo$¢ komorek na dzialanie nadtlenku wodoru.
Zmiany w cyklu komorkowym

Doswiadczenia wykonywano wedlug standardowego schematu: 24 godzinna
preinkubacja z analogami witaminy D, po ktorej komorki poddawano dziataniu

nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godzinny (Schemat 2).
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Schemat 2. Plan doswiadczen.

Wykazano, ze poddawanie komoérek HaCaT 24-godzinnej preinkubacji z dwoma
analogami witaminy D — 1,25(OH),Ds lub kalcypotriolem, stosowanymi w st¢zeniu
100 nM, wptywato na zwigkszenie odsetka komorek w fazie GO/G1 pod wplywem 24
godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru, odpowiednio o okoto 7% oraz okoto 3,5%
w poréwnaniu z probami inkubowanymi wylacznie z nadtlenkiem wodoru (p<0,01);
(Ryc. 19, panele A i D). Wzrostowi temu towarzyszyl proporcjonalny spadek odsetka
komorek fazy G2/M (p<0,05 w obu przypadkach). Odwrotny skutek wywierata
natomiast 24 godzinna preinkubacja komorek HaCaT z analogami 200HD; oraz
210HpD, stosowanymi w stezeniu 100 nM, na wplyw 24 godzinnej inkubacji komoérek
z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM (Ryc. 19, panele B i C). Zaobserwowano
mianowicie obnizenie odsetka komorek fazy GO/G1 odpowiednio o 5% 1 7,5% w

poréwnaniu z probami traktowanymi jedynie nadtlenkiem wodoru (p<0,05).

Nalezy zauwazy¢, ze w przypadku wszystkich stosowanych analogéw witaminy
D zaobserwowano wzrost odsetka komorek frakeji SubG1 pod wpltywem 24 godzinnej
inkubacji z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM, w przypadku gdy byla ona
poprzedzona 24 godzinna preinkubacja komoérek z analogami witaminy D w stezeniu
100 nM (p<0,001 dla 1,25(OH),D3, p<0,01 dla 200HD3), cho¢ dla 210HpD oraz dla
kalcypotriolu efekt ten nie byt istotny statystycznie (Ryc. 19, panele A — D).
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Ryc. 19. Porownanie wptywu nadtlenku wodoru w stezeniu ImM i analogow witaminy
D w stezeniu 100 nM (1,25(0OH),D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) i kalcypotriol (D))
na cykl komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy
D w stezeniu 100 nM bqd? z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez 24 godziny lub
tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki
poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny.
Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie.
Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD.
Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.2.5. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z analogami
witaminy D na wrazliwo$¢ komoérek na dzialanie cisplatyny. Zmiany w
cyklu komorkowym

W kolejnych doswiadczeniach nadtlenek wodoru zastapiono cisplatyng w celu
okreslenia czy preinkubacja komoérek HaCaT z analogami witaminy D stosowanymi w
stgzeniu 100 nM wzmacnia dziatanie tego cytostatyku, jak to wykazano dla nadtlenku
wodoru (Wyniki, 5.2.4). Doswiadczenia wykonywano wedlug standardowego
schematu: 24 godzinna preinkubacja z analogami witaminy D, po ktorej komorki

poddawano dzialaniu cisplatyny przez kolejne 24 lub 48 godzin (Schemat 3).

Poczatek | Cisplatyna
hodowli ~ Wit D Analiza cyklu

Lo

-24 h Oh 24 h 48/72 h

Schemat 3. Plan doswiadczen.

Nastepnie oceniano wptyw dziatania cisplatyny na przebieg cyklu komorkowego
przy wykorzystaniu cytometrii przeplywowej. Do do$§wiadczen wybrano trzy analogi —
1,25(0OH),Ds, 210HpD oraz kalcypotriol. Wyniki przedstawiono w formie wykresow
stupkowych na Ryc. 20, panele A — C.

Zaobserwowano, ze 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM zastosowany w czasie 24
godzinnej preinkubacji powodowat zmniejszenie odseteka komorek fazy GO/G1 o okoto
4% pod wplywem 24 godzinnej inkubacji komérek HaCaT z cisplatyna w stezeniu
12 uM w pordéwnaniu z probami poddawanymi wylacznie dziataniu cisplatyny w
analogicznym stezeniu (p<0,05). Zmianie tej towarzyszyt proporcjonalny wzrost
odsetka komoérek fazy S oraz G2/M (p<0,001 i p<0,05, odpowiednio); (Ryc. 20,
panel A).
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Ryc. 20. Porownanie wpltywu 12 uM cisplatyny i analogow witaminy D w stezeniu 100
nM (1,25(0OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy komorek linii
HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w stezeniu 100 nM bqdz z
cisplatynq w stezeniu 12 uM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng
preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki poddawano dziataniu
cisplatyny w stezeniu 12 uM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu
jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci srednie
uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow +SD. Do analizy istotnosci statystycznej

zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym,; *p<0,05;

#kp<0,01; ***<0,001.

Podobng zalezno$¢ zaobserwowano dla innego analogu witaminy D —
kalcypotriolu. 24 godzinna preinkubacja komoérek z kalcypotriolem w stgzeniu 100 nM
powodowata zmniejszenie odseteka komorek fazy GO/G1 o okoto 5% pod wplywem 24
godzinnej inkubacji komorek HaCaT z cisplatyna w stezeniu 12 pM w pordéwnaniu z

probami poddawanymi jedynie dzialaniu cisplatyny (p<0,01). Zmianie tej takze
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towarzyszyl proporcjonalny wzrost odsetka komorek fazy S oraz G2/M (p<0,01); (Ryc.
20, panel C).

Nie odnotowano natomiast istotnego statystycznie wptywu analogu 210HpD
stosowanego w stezeniu 100 nM w czasie 24 godzinnej stymulacji komoérek HaCaT na
zmiang w dystrybucji komorek w cyklu komorkowym pod wptywem 24 godzinnego
dziatania cisplatyny w st¢zeniu 12 pM w odniesieniu do prob traktowanych przez 24

godziny sama cisplatyna (Ryc. 20, panel B).

W kolejnych do$wiadczeniach postanowiono zwigkszy¢ stgzenie stosowanej
cisplatyny do 60 uM, zachowujac jednoczesnie ten sam czas inkubacji komorek, tj. 24

godziny, postgpujac zgodnie z planem doswiadczen zaprezentowanym na Schemacie 3.

Nie odnotowano istotnego statystycznie wptywu 24 godzinnej preinkubacji
komorek HaCaT z 1,25(OH),Ds, 210HpD oraz kalcypotriolu stosowanymi w st¢zeniu
100 nM na dystrybucj¢ komoérek w cyklu komoérkowym pod wptywem 24 godzinnej
inkubacji z cisplatyna w stezeniu 60 pM (Ryc. 21, panele A — C). Zaobserwowano
natomiast istotny statystycznie wzrost odsetka komorek fazy S oraz G2/M pod
wplywem 24 godzinnego dzialania cisplatyny w stgzeniu 60 pM w poréwnaniu z

kontrola (p<0,01); (Ryc. 21, panele A — C).
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Ryc. 21. Porownanie wplywu 60 uM cisplatyny i 100 nM zwiqzkow witaminy D
(1,25(0OH);D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy komorek linii
HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w stezeniu 100 nM bqdZz z
cisplatynq w stezeniu 60 uM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng
preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki poddawano dziataniu
cisplatyny w stezeniu 60 UM przez kolejne 24 godziny (Schemat 3). Komorki zbierano i
po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej  zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Z uwagi na niewielki wplyw preinkubacji z pochodnymi witaminy D na
dziatanie cisplatyny postanowiono zwigkszy¢ stezenie cisplatyny do 120 pM,

zachowujac jednoczesnie 24 godzinny czas inkubacji.
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Ryc. 22. Porownanie wplywu cisplatyny w stezeniu 120 uM i analogow witaminy D w
stezeniu 100 nM (1,25(0OH),;D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy
komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w stezeniu 100 nM
badz z cisplatynq w stezeniu 120 uM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng
preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki poddawano dziataniu
cisplatyny w stezeniu 120 uM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po
barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej  zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Zastosowanie 24 godzinnej inkubacji komoérek HaCaT z cisplatyna w stezeniu
120 uM powodowato wyrazny wzrost odsetka komoérek fazy S (p<0,001) oraz fazy
G2/M (p<0,01); (Ryc. 22, panele A — C).
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Zaobserwowano roéwniez, ze 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z
1,25(0OH),D3 w stezeniu 100 nM w sposdb istotny statystycznie wptywata na zmiang
dystrybucji komorek w cyklu komérkowym pod wptywem 24 godzinnej inkubacji z
cisplatyng w st¢zeniu 120 uM w pordéwnaniu z probami poddawanymi wylacznie
dziataniu cisplatyny w tym samym stezeniu (Ryc. 22, panel A). W tych warunkach
obserwowano istotny statystycznie blisko 25% spadek odsetka komoérek fazy GO/Gl
(p<0,001), czemu towarzyszyl proporcjonalny wzrost odsetka komoérek fazy G2/M.

Obnizenie odsetka komorek fazy GO/G1 obserwowano réwniez pod wplywem
24 godzinnego dzialania cisplatyny w stezeniu 120 uM poprzedzonego 24 godzinna
preinkubacja komorek HaCaT z kalcypotriolem stosowanym w stgzeniu 100 nM w
poréwnaniu z prébami poddawanymi wylacznie dzialaniu cisplatyny (p<0,05); (Ryc.
22, panel C). Towarzyszyl temu wzrost odsetka komoérek fazy S (p<0,01) oraz fazy
G2/M (p<0,05).

Odmienny efekt zaobserwowano natomiast w przypadku 24 godzinnej
preinkubacji komorek HaCaT z 210HpD w stgzeniu 100 nM, po ktérej nastgpowata 24
godzinna inkubacja z cisplatyna stosowana w stgzeniu 120 uM (Ryc. 22, panel B).
Preinkubacja komorek z 210HpD w stgzeniu 100 nM wptywata na istotne statystycznie
zwigkszenie odsetka komorek fazy GO/G1 o okolo 7% w poréwnaniu z probami
traktowanymi wytacznie cisplatyna (p<0,01). Towarzyszyt temu proporcjonalny spadek

odsetka komorek fazy S oraz G2/M.

W kolejnych doswiadczeniach wydtuzono czas ekspozycji komorek HaCaT na

cisplatyng do 48 godzin. Wyniki przedstawiono na Ryc. 23 i 24.
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Ryc. 23. Porownanie wplywu cisplatyny w stezeniu 60 uM i analogow witaminy D w
stezeniu 60 uM (1,25(OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy
komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w steZzeniu 100 nM
przez 24 godziny bqdz z cisplatynq w stezeniu 60 uM przez 48 godzin lub tez stosowano
24 godzinng preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki poddawano
dziataniu cisplatyny w stezeniu 60 uM przez kolejne 48 godzin. Komorki zbierano i po
barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow =+ SD. Do analizy istotnosci
statystycznej  zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Nie odnotowano wptywu preinkubacji keratynocytéw z analogami witaminy D
na na zmiang dystrybucji komoérek w cyklu komoérkowym pod wptywem wydluzone;j,
48 godzinnej, inkubacji z cisplatyna w st¢zeniu 60 uM w pordOwnaniu z probami

poddawanymi 48 godzinnemu dzialaniu samej cisplatyny (Ryc. 23, panele A — C).
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Jednoczesnie odnotowano istotny statystycznie wzrost odsetka komorek G2/M pod
wplywem 48 godzinnego dziatania cisplatyny w st¢zeniu 60 pM w pordéwnaniu z

kontrola (p<0,001); (Ryc. 23, panele A — C).

W kolejnych do$wiadczeniach zwigkszono stgzenie cisplatyny do 120 pM,

zachowujac 48 godzinny czas inkubacji.

Zastosowanie 48 godzinnej inkubacji komorek HaCaT z sama cisplatyna w
stezeniu 120 uM powodowalo wyrazny wzrost odsetka komoérek fazy G2/M (p<0,001);
(Ryc. 24, panele A — C). Natomiast w do$wiadczeniach, w ktérych wykonano 24
godzinna preinkubacj¢ komorek HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM
zaobserwowano zwigkszenie odsetka komorek fazy G0/G1 o okoto 22% pod wplywem
48 godzinnej inkubacji komoérek z cisplatyna w st¢zeniu 120 pM w pordwnaniu z
prébami poddawanymi jedynie dzialaniu cisplatyny (p<0,001); (Ryc. 24, panel A).
Towarzyszyt temu takze wzrost odsetka komoérek fazy S (p<0,001). Obserwowano
réwniez istotne statystycznie obnizenie odsetka komorek frakcji SubGl w probach, w
ktérych dziatanie cisplatyny poprzedzata 24 godzinna preinkubacja komorek z
1,25(0OH),D3 w stezeniu 100 nM (p<0,05). Co ciekawe, 24 godzinna preinkubacja
komorek HaCaT z analogiem 210HpD w stezeniu 100 nM powodowata zwigkszenie
odsetka komoérek fazy GO/G1 o okoto 6,5% pod wpltywem 48 godzinnej inkubacji
komorek z cisplatyna w stezeniu 120 uM w poréwnaniu z probami poddawanymi
jedynie dziataniu cisplatyny (p<0,001); (Ryc. 24, panel B). Jednoczesnie odnotowano
niewielki wzrost odsetka komorek w fazie S o okoto 3% (p<0,01). Zaobserwowano
réwniez istotny statystycznie wzrost odsetka komorek frakcji SubGl niemal o 7% pod
wpltywem 48 godzinnego dziatania cisplatyny w stezeniu 120 uM w przypadku, gdy jej
dziatanie poprzedzata 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z analogiem 210HpD
w stezeniu 100 nM (p<0,01).

W przypadku 24 godzinnej preinkubacji komoérek HaCaT z kalcypotriolem w
stezeniu 100 nM zaobserwowano istotny statystycznie okoto 1,5% spadek odsetka
komorek fazy GO/G1 pod wplywem 48 godzinnej ekspozycji komorek na cisplatyng w
stezeniu 120 uM w pordéwnaniu z proébami inkubowanymi wylacznie z cisplatyna
(p<0,05); (Ryc. 24, panel C). Towarzyszyl temu proporcjonalny wzrost odsetka
komorek w fazie S (p<0,01).
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Ryc. 24. Porownanie wplywu cisplatyny w stezeniu 120 uM i analogow witaminy D w
stezeniu 100 nM (1,25(0OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy
komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w steZeniu 100 nM
przez 24 godziny bqdz z cisplatyng w stezeniu 120 uM przez 48 godzin lub tez
stosowano 24 godzinng preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki
poddawano dziataniu cisplatyny w stezeniu przez kolejne 48 godzin. Komorki zbierano i
po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej  zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.2.6. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HPEKp z
analogami witaminy D na wrazliwos¢ komoérek na dzialanie nadtlenku
wodoru. Zmiany w cyklu komérkowym

Linia HaCaT jest unie$Smiertelniong linia komérkowa keratynocytéw, co moze
mie¢ bezposredni wptyw na wyniki doswiadczen. Dlatego tez postanowiono zbadaé
rowniez wplyw preinkubacji pierwotnych keratynocytow linii HPEKp z analogami
witaminy D na wrazliwo$¢ komorek na dziatanie nadtlenku wodoru. W tym celu
keratynocyty liniit HPEKp inkubowano 24 godziny z analogami witaminy D w stezeniu
100 nM, a nastgpnie poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez
kolejne 24 godziny, zgodnie ze Schematem 4. W analogicznym ukfadzie
doswiadczalnym wykazano wzmocnienie efektu dzialania nadtlenku wodoru w
przypadku komorek linii HaCaT, co odzwierciedlalo si¢ migdzy innymi wzrostem
odsetka komorek frakcji SubGl (Wyniki, 5.2.4; Ryc. 19, panele A — D). Wyniki

przedstawiono na Ryc. 25.

Poczatek . Analiza cyklu
hodowli ~ Wit D H,O,  komoérkowego

T S E

-24 h 0h 24 h 48 h

Schemat 4. Plan doswiadczen.

Nie zaobserwowano istotnego statystycznie wptywu 24 godzinnej preinkubacji
komoérek HPEKp z analogami witaminy D 1,25(OH),Ds;, 200HD;, 210HpD oraz
kalcypotriolem, stosowanymi w stezeniu 100 nM, wzmacniajacego efekt 24 godzinnego
dziatania nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM (Ryc. 25, panele A — D). Jednoczesnie
odnotowano istotny statystycznie spadek odsetka komoérek HPEKp w fazie GO/Gl
podczas 24 godzinnej inkubacji w przypadku 1,25(OH),D; stosowanego w stezeniu
100 nM w pordéwnaniu z kontrolg (p<0,05); (Ryc. 25, panel A). Natomiast 24 godzinna
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inkubacja komoérek HPEKp z analogiem 200HD; doprowadzata do zwigkszenia
odsetka komorek w fazie G2/M (p<0,05); (Ryc. 25, panel B).
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Ryc. 25. Porownanie wplywu nadtlenku wodoru w stezeniu ImM i analogow witaminy
D w stezeniu 100 nM (1,25(0OH),D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) i kalcypotriol (D),
w ostatnim wypadku wynik pochodzi z odrebnej serii doswiadczen) na cykl komorkowy
komorek linii HPEKp. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w stezeniu
100 nM bqdz z nadtlenkiem wodoru w stezeniu ImM przez 24 godziny lub tez stosowano
24 godzinng preinkubacje z analogami witaminy D, a nastepnie komorki poddawano
dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Komorki
zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres
przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD. Do
analizy istotnosci statystycznej zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z

rozktadem jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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5.3. Ocena apoptozy keratynocytéow linii HaCaT testem PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit I

W odpowiedzi na dziatanie czynnikéw cytotoksycznych moze doj$¢ do
zatrzymania cyklu zyciowego komorki badz do indukcji $mierci na drodze apoptozy lub
nawet nekrozy. Przeprowadzona analiza cyklu komoérkowego wykazata, ze poddawanie
komorek HaCaT 24 godzinnemu dziataniu nadtlenku wodoru w st¢zeniach 1 — 2 mM
powoduje wzrost odsetka komoérek frakcji SubGl. Wzrost ten byt jednak istotnie
wigkszy w przypadku zastosowania uprzedniej 24 godzinnej preinkubacji komorek
HaCaT z analogami witaminy D (Wyniki, 5.2.3 oraz 5.2.4). Dlatego tez w celu
zglebienia mechanizmu cytotoksycznego dzialania nadtlenku wodoru oraz wptywu
preinkubacji komorek linii HaCaT ze zwiazkami witaminy D na ich odpowiedZ na
inkubacj¢ z nadtlenkiem wodoru przeprowadzono test majacy na celu okreslenie
rodzaju $mierci komorki indukowanej w trakcie dos§wiadczen. Przeprowadzone badania
z uzyciem testu PE Annexin V pozwolily na ocen¢ stopnia uszkodzen komorek
powodowanych przez nadtlenek wodoru 1 porownanie ich z uszkodzeniami
spowodowanymi przez dziatanie nadtlenku wodoru poprzedzone inkubacja ze
zwigzkami witaminy D. Zastosowana procedura umozliwila rozrdznienie trzech
populacji komorek: zywych — nieapoptotycznych (7-AAD-, Ann-V-), komorek
znajdujacych si¢ na wczesnych etapach apoptozy (7-AAD-, Ann-V+), oraz populacji
komorek poznoapoptotycznych, badz nekrotycznych (7-AAD+, Ann-V+).

Ryc. 26 przedstawia reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej
przeprowadzonej przy pomocy testu PE Annexin V, pozostate wyniki przedstawiono w

dalszej cz¢sci rozdzialu w formie wykresow stupkowych.
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Ryc. 26. Reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej procesu apoptozy przy pomocy
testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen) w komorkach linii
HaCaT. Komorki poddawano dziataniu 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM lub H,O> w
stezeniu 1 mM przez 24 godziny baqdz tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z
1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM, po ktorej komorki poddawano dziataniu H,O, w
stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny.

Doswiadczenia przeprowadzano zgodnie ze Schematem 5.

Analiza barwienia

Poczatek Anneksyna V/
hodowli ~ WitD  H,0, 7-AAD

S T S
-24 h Oh 24 h 48 h

Schemat 5. Plan doswiadczen.

Zaobserwowano, ze 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM nie indukowat
eksternalizacji fosfatydyloseryny w komorkach linii HaCaT podczas zastosowanej 24

godzinnej inkubacji (Ryc. 27).
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Ryc. 27. Porownanie wplywu nadtlenku wodoru oraz 1,25(0OH),D; na indukcje procesu
apoptozy przy pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD Pharmingen).
Komorki inkubowano z 1,25(0OH),D3; w stezeniu 100 nM bqdz z nadtlenkiem wodoru w
zakresie stezen 0,1 -5 mM (kolejno wykresy A, B, C i D) przez 24 godziny lub tez
stosowano 24 godzinng preinkubacje z 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM, a nastepnie
komorki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniach 0,1 — 5 mM przez kolejne
24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu Anneksynq V/7-AAD analizowano
cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiarow £ SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft

Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.

Stopien aktywno$ci proapoptotycznej nadtlenku wodoru wzrastat wraz ze
wzrostem st¢zenia substancji. Zauwazono roéwniez, iz proapoptotyczna aktywnosé
nadtlenku wodoru w stezeniu 2 mM istotnie wzrastala w przypadku komorek
poddawanych uprzednio 24 godzinnej inkubacji z 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM
(Ryc. 27, panel C). W przytoczonym przypadku istotnie spadata ilos¢ komorek
tworzacych populacje ,,zywa” (7-AAD-, Ann-V-), wzrastata za§ frakcja komorek
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péznoapoptotycznych badz nekrotycznych (7-AAD+, Ann-V+). Efekt ten nie zostat
zaobserwowany dla nadtlenku wodoru w pozostatych stezeniach (0,1, 0,5 lub 5 mM).
Nalezy jednak zauwazy¢, ze w przypadku nadtlenku wodoru w stgzeniach 0,1 oraz
0,5 mM nie obserwowano indukcji $mierci komorki niezaleznie od tego czy komorki
byly preinkubowane z 1,25(OH),Ds czy tez nie. Natomiast, juz sam nadtlenek wodoru
w stezeniu 5 mM powodowat indukcje $mierci wigkszosci komorek (89%), co thumaczy
brak wplywu preinkubacji komorek HaCaT z 1,25(0OH),Ds w stezeniu 100 nM na jego

dziatanie.

Poniawaz wykazano, ze nadtlenek wodoru w stezeniu 2 mM oraz 5 mM
indukowat $mier¢ wiekszos$ci keratynocytow linii HaCaT (odpowiednio 88 % 1 89 %),
kolejne badania wykonano przy nieco obnizonym stgzniu zwiazku, aby uwypukli¢
potencjalny wplyw preinkubacji z analogami witaminy D. Zbadano wigc wptyw 24
godzinnej preinkubacji komoérek z 1,25(0OH),D3; w stezeniu 100 nM na proapoptotyczne
dziatanie nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM (Ryc. 28). Odnotowano, ze ilo$¢ komorek
zywych bez oznak indukcji procesu apoptozy malala po 24 godzinnej stymulacji
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM w poréwnaniu z grupa kontrolng. Efekt ten byt
jednak zdecydowanie silniejszy w przypadku komorek poddawanych uprzednio 24
godzinnej inkubacji z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM (Ryc. 28). Wzmocniony
proapoptotyczny efekt nadtlenku wodoru wyraznie widoczny byt zard6wno w populacji
komorek wczesnoapoptotycznych, jak i w populacji komoérek pdznoapoptotycznych

badz nekrotycznych.
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Ryc. 28. Ocena apoptozy przy pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |
(BD Pharmingen). Komorki inkubowano z 1,25(OH),;D; w stezeniu 100 nM bqdz z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng
preinkubacje z 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM, a nastepnie komorki poddawano
dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Komorki
zbierano i po barwieniu Anneksynq V/7-AAD analizowano cytometrycznie. Wykres
przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow = SD. Do
analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Zaobserwowane wzmocnienie proapoptotycznych wlasciwosci nadtlenku
wodoru poprzez preinkubacj¢ komoérek z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM
sprowokowato wykonanie analogicznych doswiadczen z wybrana pochodna witaminy

D. Do dalszych do$§wiadczen wytypowano analog 210HpD.

Wiyniki analizy cytometrycznej wykazaty, ze ilo§¢ komoérek zywych bez oznak
utraty asymetrycznosci blony komorkowej istotnie wzrastata pod wplywem 24
godzinnej inkubacji komorek z analogiem witaminy D — 210HpD w stezeniu 100 nM w
porownaniu z kontrola (Ryc. 29). Jednoczesnie zaobserwowano, ze aktywnos$¢
proapoptotyczna nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM zostata wzmocniona przez 24

godzinng preinkubacje komoérek z 210HpD w stezeniu 100 nM, co zostato
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odzwierciedlone w ponad 10% spadku liczebnosci populacji komorek zywych w
poréwnaniu z komorkami poddawanymi jedynie stymulacji nadtlenkiem wodoru w
stezeniu 1 mM (Ryc. 29). Wzmocniony proapoptotyczny efekt nadtlenku wodoru
widoczny byt zwlaszcza w  populacji komoérek pdZnoapoptotycznych badz

nekrotycznych, jednak nie byt to wynik istotny statystycznie.
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Ryc. 29. Ocena apoptozy przy pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |
(BD Pharmingen). Komorki inkubowano z 210HpD w stezeniu 100 nM bqdz z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng
preinkubacje z 210HpD w stezeniu 100 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu
nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po
barwieniu Anneksynq V/7-AAD analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow £ SD. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym;
**p<0,01.

5.4. Analiza zmian potencjalu blony mitochondrialnej Ay

Potencjal blony mitochondrialnej Ay, ktory jest waznym parametrem
okreslajacym stan funkcjonalny mitochondriow, okreslono za pomoca cytometrycznej

oceny komorek wybarwionych JC-1. Barwnik ten akumuluje 1 agreguje w
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nienaruszonych mitochondriach w sposob zalezny od potencjatu. Spadek potencjatu Ay
moze by¢ uznawany za wczesng oznak¢ wkraczania komorki na $ciezke apoptozy,
ktorej towarzysza wilasnie zmiany w mitochondriach. Ryc. 30 prezentuje
reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej, Ryc. 31 przedstawia mikrofotografie z
mikroskopu fluorescencyjnego, ktére stanowia wizualne potwierdzenie wynikow
uzyskanych z wykorzystaniem cystometrii przeptywowej. Pozostale wyniki

przedstawiono w formie wykreséw stupkowych ponize;j.
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Ryc. 30. Reprezentacyjny wynik cytometrycznej analizy zmiany potencjatu blony
mitochondrialnej komorek linii HaCaT z wykorzystaniem barwienia JC-1. Komorki
poddawano dziataniu 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM lub H>O> w stezeniu 1 mM przez
24 godziny bqdz tez stosowano 24 godzinng preinkubacje z 1,25(OH),D; w stezeniu
100 nM, po ktorej komorki poddawano dziataniu H>O; w stezeniu I mM.
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Ryc. 31. Porownanie wpltywu preinkubacji z 1,25(OH);D; w stezeniu 100 nM na zmiane
potencjatu blony mitochondrialnej pod wptywem inkubacji komorek z nadtlenkiem
wodoru z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej i barwienia JC-1. Komorki
poddawano dziataniu 1,25(OH);D; w stezeniu 100 nM przez 24 godziny, a nastepnie
inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 2 mM przez 5 godzin, po czym barwiono
JC-1, zdjecia wykonywano bez utrwalania komorek z wykorzystaniem mikroskopu
fluorescencyjnego AxioVert 200. Kontrole negatywnq stanowily komorki niepoddawane
dziataniu 1,25(OH),D; ani tez nadtlenku wodoru, zas kontrole pozytywnq komorki
traktowane CCCP. Mikrofotografie z Panelu A przedstawiajq nalozenie fluorescencji
czerwonej i zielonej, zas panel B roznice fluorescencji czerwonej i zielonej. W ostatnim
panelu brak widocznej fluorescencji mimo obecnosci komorek (1,25(0OH),;D;+, H,O,+).

Powiekszenie 200x.
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5.4.1. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z
1,25(OH),;D3; na wrazliwo$¢ komoérek na dzialanie nadtlenku wodoru.
Zmiana potencjalu blony mitochondrialnej Ay

Poniewaz do$wiadczenia przeprowadzone z uzyciem testu PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (Wyniki, 5.3) wykazaty, ze 24 godzinna preinkubacja
komorek linii HaCaT z 1,25(0OH),D; w stgzeniu 100 nM wzmacniata proapoptotyczny
efekt wywierany przez nadtlenek wodoru w st¢zeniu 1 mM, doprowadzajac do
zwigkszenia populacji komorek wczesnoapoptotycznych 1
péznoapoptotycznych/nekrotycznych o odpowiednio 16 i 11% w stosunku do efektu
wywieranego przez sam nadtlenek wodoru, postanowiono zbada¢ zmiang potencjatu
btony mitochondrialnej Ay stosujac analogiczne warunki inkubacji jak we

wspomnianym powyzej do§wiadczeniu.

W pierwszym etapie scharakteryzowano wptyw inkubacji komorek linii HaCaT
z 1,25(0H),D; w stezeniu 100 nM na potencjal blony mitochondrialnej. W tym celu
komorki inkubowano z 1,25(OH),Ds; w stezeniu 100 nM przez 0,5 — 24 godziny.

Wyniki analizy przedstawiono na Ryc. 32.

Zaobserwowano, iz potencjal btony mitochondrialnej Ay wzrastal w wyniku
inkubacji komérek z 1,25(OH),D; w sposob wprost proporcjonalny do czasu inkubacji.
Wzrost potencjatu blony mitochondrialnej Ay istotny statystycznie zauwazono po 1
godzinnej (okoto 15% wzrost) 1 3 godzinnej (okoto 40% wzrost) inkubacji komorek z
1,25(0OH),Ds. Natomiast po 24 godzinnej inkubacji komorek HaCaT z 1,25(OH),Ds; w
stezeniu 100 nM obserowowano jedynie 30% wzrost potencjalu blony mitochondrialnej

Avy, jednak wynik ten nie byl znamienny statystycznie.
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Ryc. 32. Ocena wpltywu 1,25(OH);D; na zmiane potencjatu btony mitochondrialnej z
wykorzystaniem analizy cytometrycznej i barwienia JC-1. Komorki poddawano
dziataniu 1,25(0OH);D; w stezeniu 100 nM przez 0,5 — 24 godziny, po czym barwiono
JC-1 i analizowano cytometrycznie. Kontrole negatywnq stanowilty komorki
niepoddawane dziataniu kalcytriolu, zas kontrole pozytywnq komorki traktowane
CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres
przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow = SD. Do
analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01.

Nastepnie wykonano dos$wiadczenia majace na celu okre§lenie wptywu
preinkubacji komorek linii HaCaT z 1,25(OH),D; na zmiang¢ potencjatu blony
mitochondrialnej Ay pod wplywem inkubacji z nadtlenkiem wodoru, podobnie jak w
do$wiadczeniach z uzyciem testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (Wyniki,
5.3) stosujac 24 godzinna inkubacj¢ komorek z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM.
Doswiadczenia przeprowadzano zgodnie ze Schematem 6. Wyniki przedstawiono na

Ryec. 33.
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Analiza zmiany

potencjalu btony
Poczatek mitochondrialnej

[ S F

-24 h Oh 24 h 25/27h

Schemat 6. Plan doswiadczen.

Wykazano, ze ekspozycja komorek linii HaCaT przez 1 lub 3 godziny na
nadtlenek wodoru w zakresie stezeh 1 — 5 mM prowadzita do depolaryzacji btony
mitochondrialnej, sygnalizowanej przez zmiang fluorescencji JC-1 (Ryc. 33).
Zaobserwowano tez, ze fluorescencja JC-1 malata wraz ze wzrostem st¢zenia nadtlenku
wodoru oraz wydluzeniem czasu ekspozycji komoérek na jego dziatanie (Ryc. 33). Co
ciekawe, 24 godzinna preinkubacja komorek linii HaCaT z 1,25(0OH),D; w stezeniu
100 nM chronila je przed depolaryzacja btony mitochondrialnej wywotywana przez 1
godzinna inkubacj¢ z nadtlenkiem wodoru w stgzeniach 1, 2 lub 3 mM (Ryc. 32, panele
A, B 1 C odpowiednio), za$ depolaryzacja btony mitochondrialnej pod wplywem 1
godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 3 mM byta jedynie nieznaczna w
porownaniu z kontrola (Ryc. 33, panel C). Nie obserwowano natomiast efektu
protekcyjnego w analogicznym do$wiadczeniu z 5 mM nadtlenkiem wodoru,
prawdopodobnie dlatego, ze przy tym stezeniu dochodzito do zbyt znaczacych zmian w
mitochondriach, ktore nie moglby by¢ skompensowane preinkubacja z witamina D.

(Ryc. 33, panel D).

Protekcyjny efekt 24 godzinnej preinkubacji komérek HaCaT z 1,25(0OH),D; w
stezeniu 100 nM zanikat, gdy przedtuzano inkubacje¢ komorek z nadtlenkiem wodoru w
zakresie stezen 1 — 5 mM do 3 godzin. Co wigcej, zastosowanie 1,25(OH),Ds
doprowadzalo do istotnego spadku fluorescencji JC-1 w poréwnaniu z probami
poddawanymi jedynie dziataniu nadtlenku wodoru (Ryc. 33, panele A — D). Efekt ten
obserowano dla wszystkich st¢zen nadtlenku wodoru jednak jedynie dla nadtlenku

wodoru w stezeniach 1 1 5 mM efekt ten byt istotny statystycznie (p<0,05).
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Ryc. 33. Porownanie wptywu preinkubacji z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM na zmiane
potencjatu blony mitochondrialnej pod wptywem inkubacji komorek z nadtlenkiem
wodoru z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i barwienia JC-1. Komorki
poddawano dziataniu 1,25(OH);D; w stezeniu 100 nM przez 24 godziny, a nastepnie
inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniach 1 — 5 mM przez 1 i 3 godziny, po czym
barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie. Kontrole negatywnq stanowilty komorki
niepoddawane dziataniu 1,25(OH);D;, zas kontrole pozytywnq komorki traktowane
CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres
przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow = SD. Do
analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem

jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01.

5.4.2. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z analogami
witaminy D na wrazliwo$¢ komorek na dzialanie nadtlenku wodoru.
Zmiana potencjalu blony mitochondrialnej Ay

Postanowiono réwniez zbada¢ wptyw preinkubacji komoérek HaCaT z analogami
witaminy D — 200HD3, 210HpD oraz z kalcypotriolem na zmiang potencjatu btony

mitochondrialnej pod wplywem inkubacji komorek z nadtlenkiem wodoru. Do
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doswiadczen wybrano nadtlenku wodoru w st¢zeniu 1 mM. Wyniki przedstawiono na

Ryec. 34. Doswiadczenia przeprowadzano zgodnie ze Schematem 7.

Analiza zmiany

otencjatu blon
Poczatek P ! ¢

: mitochondrialne;j
hodowli Wit D H202 AU
b4 I
-24 h Oh 24 h 27 h

Schemat 7. Plan doswiadczen.

Zaobserwowano podobna zalezno$¢ wplywu inkubacji komorek HaCaT ze
zwiazkami witaminy D jak w przypadku 1,25(OH),Ds. 24 godzinna inkubacja komorek
z analogami witaminy D w stgzeniu 100 nM powodowata wzrost potencjatu btony
mitochondrialej mierzonego przy wykorzystaniu JC-1 (Ryc. 34, panele A — C). Nie byt

to jednak wynik istotny statystycznie.

Podobnie jak w przypadku 1,25(OH),Ds, 24 godzinna preinkubacja komorek
HaCaT z analogami witaminy D — 200HD; i 210HpD w stgzeniu 100 nM wzmagata
depolaryzacje btony mitochondrialnej, wywotana przez 3 godzina inkubacje z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM (Ryc. 34, panele A — B). Nie zaobserwowano
natomiast réznicy w stopniu depolaryzacji blony mitochondrialnej pod wptywem 3
godzinnego dziatania nadtlenku wodoru A4 stezeniu
I mM w przypadku komoérek HaCaT poddanych 24 godzinnej preinkubacji z
kalcypotriolem w stezeniu 100 nM (Ryc. 34, panel C).
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Ryc. 34. Porownanie wplywu preinkubacji z analogami witaminy D w stezeniu 100 nM
na zmiane potencjatu blony mitochondrialnej pod wplhywem inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i barwienia JC-I.
Komorki poddawano dziataniu 200HD3 (4), 210HpD (B) lub kalcypotriolu (C) w
stezeniu 100 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w
stezeniu 1 mM przez 3 godziny, po czym barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie.
Kontrole negatywnq stanowity komorki niepoddawane dziataniu analogow witaminy D,
zas kontrole pozytywnq komorki traktowane CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek
fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane z
trzech niezaleznych pomiarow +SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t

Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.

5.4.3. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z
1,25(OH),;D3; na wrazliwos¢ komorek na dzialanie cisplatyny. Zmiana
potencjalu blony mitochondrialnej Ay

W kolejnym etapie badan postanowiono rowniez zbada¢ wplyw 24 godzinnej

preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w st¢zeniu 100 nM na zmiang potencjatu
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btony mitochondrialnej pod wplywem inkubacji komorek z cisplatyna. Do§wiadczenia

przeprowadzono zgodnie ze Schematem 8.

Analiza zmiany
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Schemat 8. Plan doswiadczen.
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Do do$wiadczen wybrano poczatkowo dwa st¢zenia cisplatyny: 2,4 oraz 12 pM.

Komoérki inkubowano z cisplatyna przez 3 godziny. Wyniki przedstawiono na Ryc. 35.
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Ryc. 35. Ocena wplywu 1,25(OH);D; na zmiane potencjatu btony mitochondrialnej pod

wplywem dziatania cisplatyny z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i barwienia JC-

1. Komorki poddawano dziataniu 1,25(0OH),;D; w stezeniu 100 nM przez 24 godziny, a

nastepnie inkubowano z cisplatynq w stezeniach 2,4 - 12 uM przez 3 godziny, po czym

barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie. Kontrole negatywnq stanowily komorki

niepoddawane dziataniu kalcytriolu, zas kontrole pozytywnq komorki traktowane

CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres

przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow +SD. Do

analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem

jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.
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Zaobserwowano, ze 3 godzinna inkubacja komoérek HaCaT z cisplatyna w
stezeniu 2,4 uM powodowata wzrost potencjatu btony mitochondrialnej mierzonego z
wykorzystaniem JC-1 (p<0,01). Podobna tendencj¢ obserwowano podczas 3 godzinnej
inkubacji komorek z cisplatyna w stezeniu 12 uM, jednak wynik ten nie byl istotny
statystycznie. Nie zaobserwowano rdéwniez istotnego statystycznie wplywu 24
godzinnej preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stgzeniu 100 nM na zmiang
potencjatu btony mitochondrialnej pod wplywem 3 godzinnej inkubacji z cisplatyna w
stezeniach 2,4 1 12 pM, cho¢ w przypadku 3 godzinnej inkubacji komoérek z cisplatyna
w stezeniu 2,4 uM odnotowano wzrost potencjalu blony mitochondrialnej w prébach
traktowanych uprzednio 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM przez 24 godziny w
poréwnaniu z probami poddawanymi jedynie dziataniu samej cisplatyny. Odwrotny za$
efekt obserwowano w przypadku wyzszego stezenia cisplatyny. Komorki HaCaT
poddawane 24 godzinnej preinkubacji z 1,25(OH),Ds w stezeniu 100 nM, a nastepnie 3
godzinnej inkubacji z cisplatyna w st¢zeniu 12 pM, wykazywaly obnizony potencjat

btony mitochondrialnej w porownaniu z probami inkubowanymi jedynie z cisplatyna.

5.4.4. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z analogami
witaminy D na wrazliwos¢ komodrek na dzialanie cisplatyny. Zmiana
potencjalu blony mitochondrialnej Ay

Z uwagi na niewielki wpltyw niskich stgzen -cisplatyny, w kolejnych
doswiadczeniach postanowiono zwigkszy¢ jej stezenie do 120 uM, zachowujac
jednoczesnie 3 godzinny czas inkubacji. Dodatkowo do doswiadczen wiaczono dwa

analogi witaminy D — 21OHpD oraz kalcypotriol.

Zaobserwowano, ze 3 godzinna inkubacja komoérek HaCaT z cisplatyng w
stgzeniu 120 pM nie zmieniata potencjatu btony mitochondrialnej w poréwnaniu z
kontrola (Ryc. 36). Nie odnotowano istotnego statystycznie wplywu 24 godzinnej
preinkubacji komoérek HaCaT z analogami witaminy D — 1,25(OH),Ds (Ryc. 36, panel
A), 210HpD (Ryec. 36, panel B) oraz kalcypotriolem w stgzeniu 100 nM (Ryc. 36, panel
C) na zmiang potencjalu btony mitochondrialnej Ay pod wptywem 3 godzinnego
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dziatania cisplatyny w stezeniu 120 pM. By¢ moze wydluzenie czasu inkubacji

mogloby wptyna¢ istotnie na zmiang potencjatu btony mitochondrialne;.
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Ryc. 36. Porownanie wphywu preinkubacji komorek HaCaT z analogami witaminy D w
stezeniu 100 nM na zmiane potencjatu btony mitochondrialnej pod wptywem inkubacji z
cisplatynq z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i barwienia JC-1. Komorki
poddawano dziataniu 200HD3 (A), 210HpD (B) lub kalcypotriolu (C) w stezeniu
100 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubowano z cisplatynq w stezeniu 120 uM
przez 3 godziny, po czym barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie. Kontrole
negatywnq stanowilty komorki niepoddawane dziataniu analogow witaminy D, zas
kontrole pozytywnq komorki traktowane CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek
fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane z
trzech niezaleznych pomiarow +SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t

Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym, *p<0,05; **p<0,01.
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5.5. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT z 1,25(OH),D; na
wrazliwo$¢ komorek na dzialanie nadtlenku wodoru. Indukcja stresu
oksydacyjnego

Poniewaz do$wiadczenia przeprowadzone z uzyciem testu PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit I (Wyniki, 5.3) wykazaty, ze 24 godzinna preinkubacja
komorek linii HaCaT z 1,25(0OH),D; w stgzeniu 100 nM wzmacniata proapoptotyczny
efekt wywierany przez nadtlenek wodoru w stezeniu 1 mM oraz doprowadzala do
istotnie nasilonej depolaryzacji btony mitochondrialnej w poréwnaniu z probami
poddawanymi jedynie dzialaniu nadtlenku wodoru (Wyniki, 5.4.1), postanowiono
zbada¢ czy obserwowane zalezno$ci wynikaja z nasilonej produkcji reaktywnych form
tlenu w komoérkach HaCaT we wspomnianych warunkach. W tym celu wykonano
cytometryczny pomiar fluorescencji emitowanej przez komorki wyznakowane
2" 7' — dwuoctanem dichlorofluoresceiny (H,DCFDA). Wyniki pomiaréw fluorescencji
przedstawiono w formie wykresoéw stupkowych, normalizujac dane w stosunku do
kontroli, dla ktorej warto§¢ emitowanej fluorescencji okreslono jako 1,0.

Dos$wiadczenia przeprowadzano zgodnie ze Schematem 9.

Analiza indukcji

Poczatek . stresg
hodowli Wit D H202 oksydacyjnego

S LA AR

-24h  Oh 24 h  25/48h

Schemat 9. Plan doswiadczen.

Zaobserwowano, ze 24 godzinna inkubacja komoérek HaCaT z 1,25(0OH),D; w
stezeniu 100 nM w nieznaczny sposéb obnizata produkcje reaktywnych form tlenu (8%
spadek) przez komorki, nie byt to jednak wynik istotny statystycznie (Ryc. 37).
Produkcja reaktywnych form tlenu w komorkach HaCaT wzrastata natomiast o okoto

60% w stosunku do kontroli pod wplywem 1 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru
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w stezeniu 1 mM (p<0,05). Zauwazono, iz 24 godzinna preinkubacja komorek HaCaT z
1,25(0OH),D3 w stezeniu 100 nM doprowadzata do wzrostu produkcji reaktywnych form
tlenu przez komorki pod wptywem 1 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w
stegzeniu 1 mM w pordwnaniu z probami poddawanymi jedynie dzialaniu nadtlenku

wodoru. Wynik ten jednak nie byt istotny statystycznie (p=0,07).
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Ryc. 37. Wplhyw preinkubacji z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM na powstawanie
reaktywnych form tlenu w komorkach HaCaT pod wplywem inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru. Komorki poddawano dziataniu 1,25(OH),;Ds; w stezeniu 100 nM
przez 24 godziny, a nastepnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez
1 godzine, po czym barwiono H;DCFDA i analizowano cytometrycznie. Kontrole
stanowity komorki niepoddawane dziataniu 1,25(OH),D; ani tez nadtlenku wodoru.
Wykres przedstawia wartosci srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD
normalizowane wzgledem kontroli. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t
Studenta (Microsoft Excel) z rozkltadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001.

W kolejnym etapie doswiadczen postanowiono wydluzy¢ czas ekspozycji
komorek HaCaT na dziatanie nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM do 24 godzin (Ryc.
38). Ponownie zaobserwowano wzrost produkcji reaktywnych form tlenu w komorkach
HaCaT pod wplywem 24 godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 1 mM

w odniesieniu do kontroli, cho¢ wynik ten nie byt istotny statystycznie. Zaobserwowany
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wzrost produkcji reaktywnych form tlenu w komoérkach HaCaT pod wptywem 24
godzinnej inkubacji z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 1 mM byt jednak mniejszy w
poréwnaniu z wzrostem indukowanym przez nadtlenek wodoru w tym samym stgzeniu

w czasie 1 godzinnej inkubacji, bo wynosit jedynie okoto 30% (Ryc. 38).

Odmienny skutek natomiast wywierala 24 godzinna preinkubacja komorek
HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM na efekt powodowany przez nadtlenek
wodoru w st¢zeniu | mM w czasie wydtuzonej, bo 24 godzinnej, inkubacji komorek.
Zastosowanie 1,25(OH),D; doprowadzalo do spadku wartosci fluorescencji DCF w
poréwnaniu z prébami poddawanymi jedynie dziataniu nadtlenku wodoru (p<0,05).
Jednoczesnie wartos¢ fluorescencji DCF w omawianych probach byla istotnie wyzsza
niz proébach poddawanych jedynie 24 godzinnemu dziataniu 1,25(OH),Ds; w stezeniu
100 nM (p<0,05).

*
| |

1,5

¥ *
[ 1] |
T 1
) I I
0
1 mM H,0, 24h - - + +

100 nM 1,25(0H),D; 24h - + ; +

Normalizowana wartos¢
fluorescencji DCF

Ryc. 38. Wplyw preinkubacji z 1,25(0OH);D; w stezeniu 100 nM na powstawanie
reaktywnych form tlenu w komorkach HaCaT pod wplywem inkubacji komorek
nadtlenkiem wodoru. Komorki poddawano dziataniu 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM
przez 24 godziny, a nastepnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez
24 godziny, po czym barwiono H;DCFDA i analizowano cytometrycznie. Kontrole
stanowity komorki niepoddawane dziataniu 1,25(0OH),D; ani tez nadtlenku wodoru.
Wykres przedstawia wartosci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD
normalizowane wzgledem kontroli. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t

Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05.
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5.6. Analiza wymiatania wolnego rodnika DPPH"

Wyniki pomiaréw fluorescencji DCF wykazaly, ze 24 godzinna inkubacja
komorek HaCaT z 1,25(0OH),Ds; w stezeniu 100 nM obnizata produkcj¢ reaktywnych
form tlenu przez komorki o okoto 8% w stosunku do kontroli (Wyniki, 5.5, Ryc. 37
oraz 38). Mimo, ze nie byl to wynik znamienny statystycznie postanowiono zbadac
potencjat antyoksydacyjny analogow witaminy D oraz ich

prekursora — 7-dehydrocholesterolu.

W tym celu wykorzystano metode obrazujaca zdolnos$¢ badanych zwiazkow do
zmiatania wolnego rodnika DPPH" (1,1-difenylo-2-pikrylhydrazyl). Polega ona na
uzyciu stabilnego rodnika DPPH’, czynnika utleniajacego, ktérego redukcje mozna
mierzy¢ spektrofotometrycznie. W doswiadczeniach zastosowano roztwory BHT
(butylowany hydroksytoluen), standardowego antyoksydanta, jako kontrol¢ pozytywna.

Wyniki zdolno$ci zmiatania wolnego rodnika DPPH’ przedstawiono na Ryc. 39.

Podczas pomiaru spektrofotometrycznego trwajacego 60 minut nie
zaobserwowano efektywnego zmiatania wolnego rodnika DPPH" przez zastosowane
zwiazki: 7-dehydrocholesterol w zakresie stezen 3 — 100 pM (Ryc. 39, panel A) oraz
analogi witaminy D w zakresie stezen 0,01 — 1000 nM (1,25(OH),Ds;, 200HDs,
210HpD oraz kalcypotriol, Ryc. 39, panele B, C, D i E odpowiednio). Wraz z
wydtuzaniem czasu inkubacji obserwowano natomiast spontaniczne wygaszanie

fluorescencji DPPH’, jednocze$nie odnotowano wymiatanie DPPH™ przez BHT.
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Ryc. 39. Ocena zdolnosci prekursora witaminy D (A) oraz analogow witaminy D
(1,25(OH),;D; (B), 200HD; (C), 210HpD (D), kalcypotriol (E)) do zmiatania wolnego
rodnika DPPH'. Zwiqzki rozcienczano seryjnie w 96% etanolu i inkubowano z
roztworem DPPH" w stezeniu 50 uM. Mierzono absorbancje przy diugosci fali 517 nm.
Etanolowy  roztwor BHT zastosowano jako kontrole o wlasciwosciach

antyoksydacyjnych.
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5.7. Profil ekspresji genow

Klasyczny model dziatania witaminy D polega na aktywacji receptora VDR i
zmianie ekspresji setek gendéw, dzieki czemu witamina D moze regulowaé szereg
procesow takich jak réznicowanie si¢ komorek czy dziatanie uktadu

immunologicznego.

Dlatego tez, dokonano oceny oceny wplywu analogdbw witaminy D oraz
nadtlenku wodoru na ekspresj¢ gendéw zwigzanych z synteza oraz metabolizmem
reaktywnych form tlenu, jak rowniez gendéw zwiazanych z aktywnoscia i
metabolizmem witaminy D. Badania przeprowadzono analogicznie do opisanych
powyzej, stosujac preinkubacje komorek HaCaT z analogami witaminy D, a nastgpnie
poddajac te komorki dzialaniu nadtlenku wodoru (Schemat 10). Zmiany w poziomie
mRNA dla badanych genéw analizowano za pomoca reakcji PCR czasu rzeczywistego.
W doswiadczeniach wykorzystano wszystkie cztery badane analogi witaminy D, tj.

1,25(0OH),Ds, 200HD3, 210HpD oraz kalcypotriol.

Poczatek Analiza profilu
hodowli Wit D H202 ekspresji genow

T S F

24h Oh 24h  48h

Schemat 10. Plan doswiadczen.

5.7.1. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow HaCaT z analogami
witaminy D na wrazliwo$¢ komorek na dzialanie nadtlenku wodoru.
Profil ekspresji genow aktywowanych przez RFT

W przeprowadzonych do$wiadczeniach oceniano zaréwno wptyw 24 godzinnej
inkubacji keratynocytow z analogami witaminy D (10 nM) lub nadtlenkiem wodoru

(ImM), jaki i wplyw jaki miata 24 godzinna preinkubacja komodrek z analogami
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witaminy D (10 nM) na dziatanie nadtlenku wodoru. Wyniki zaprezentowano na Ryc.
40 — 42 w formie wykresow stlupkowych, przedstawiajac relatywna zmiang poziomu

mRNA wybranego genu w odniesieniu do kontroli, dla ktérej przyjeto wartos¢ 1,0.

Zastosowanie 24 godzinnej preinkubacji komorek HaCaT z analogami witaminy
D stosowanymi w stezeniu 10 nM poprzedzajacej wiasciwa 24 godzinng inkubacje
komoérek z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM powodowato istotny statystycznie
wzrost poziomu mRNA genu SOD/ zard6wno w poroéwnaniu z probami poddawanymi
wylacznie dziataniu wybranego analogu witaminy D, jak i w odniesieniu do prob
traktowanych wylacznie nadtlenkiem wodoru. Poroéwnanie wynikéw wykazato
statystyczne rdznice pomiedzy wszystkimi badanymi grupami dla 1,25(OH),D; (Ryec.
40, panel A) oraz kalcypotriolu (Ryc. 40, panel D). Podobna tendencje obserwowano
dla analogu 210HpD, jednakze wynik ten nie byt istotny statystycznie w odniesieniu do
prob stymulowanych wylacznie nadtlenkiem wodoru (Ryc. 40, panel C). Natomist w
przypadku mitochondrialnej izoformy dysmutazy ponadtlenkowej (SOD?2),
obserwowowano podwyzszenie poziomu mRNA pod wplywem nadtlenku wodoru,
natomiast 24 godzinna preinkubacja z analogami witaminy nie miata zasadniczego
wpltywu na ten poziom. Tylko w przypadku astosowanie 24 godzinnej preinkubacji
komorek HaCaT z kalcypotriolem D stosowanym w stgzeniu 10 nM wykazno istotny
statystycznie spadek poziomu mRNA genu SOD2 pod wptywem nastepujacej kolejno
24 godzinnej inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM w odniesieniu

do préb traktowanych wytacznie nadtlenkiem wodoru (p<0,05); (Ryc. 41, panel D).

W przypadku genu CAT zaobserwowano istotnie wyzszy poziom mRNA tego
genu w probach poddawanych 24 godzinnej preinkubacji z 1,25(0OH),Ds, 210HpD albo
z kalcypotriolem, stosowanymi w st¢zeniu 10 nM, po ktorej nastepowata 24 godzinna
inkubacja z nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM, w poréwnaniu z probami
stymulowanymi przez 24 godziny wytacznie wybranym analogiem witaminy D albo
wytacznie nadtlenkiem wodoru. (Ryc. 42, panele A, C i D). Co ciekawe, w przypadku,
gdy komorki HaCaT byly ikubowane z kalcypotriolem badz z 210HpD przez 24
godziny, obserwowano spadek poziomu mRNA CAT (Ryc. 42, panele C i D).
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Ryc. 40. Porownanie poziomu mRNA genu SODI w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) Ilub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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Ryc. 41. Porownanie poziomu mRNA genu SOD2 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) Ilub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozkladem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnosé¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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Ryc. 42. Porownanie poziomu mRNA genu CAT w linii komorkowej HaCaT poddawanej
preinkubacji z 1,250H,D; (4), 200HD; (B), 210HpD (C) lub kalcypotriolem (D) w
stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z nadtlenkiem wodoru w
stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto testu t
z rozktadem jednosladowym z dwiema probami o rownej wariancji; *p<0,05;
**4p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci srednie zmiany poziomu mRNA
w badanych probach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w odniesieniu do ilosci
mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla kontroli przyjeto jako 1,

a nastepnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych punktow doswiadczalnych.
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5.7.2. Ocena wplywu preinkubacji keratynocytow linii HaCaT na
wrazliwo$s¢ komorek na dzialanie nadtlenku wodoru. Profil ekspresji
genow zaangazowanych w metabolizm witaminy D

Okreslajac wptyw analogéw witaminy D, jak réwniez wptyw nadtlenku wodoru,
ktorego dziatanie poprzedzata preinkubacja komorek z analogami witaminy D, na profil
ekspresji genow zaangazowanych w metabolizm witaminy D, postuzono sig
analogicznymi warunkami doswiadczalnymi jak poprzednio (Wyniki, 5.7.1), tj.
zastosowano 24 godzinng inkubacj¢ komorek HaCaT z analogami witaminy D w
stezeniu 10 nM, po ktdrej nastgpowata 24 godzinna inkubacja komodrek z nadtlenkiem
wodoru w stezeniu 1 mM. Wyniki zaprezentowano na Ryc. 43 — 47 w formie wykresow
stupkowych, przedstawiajac relatywna zmiang poziomu mRNA wybranego genu w

odniesieniu do kontroli, dla ktdrej przyjeto wartos¢ 1,0.

Zaobserwowano, ze 24 godzinna preinkubacja komorek HaCaT z analogami
witaminy D w stezeniu 10 nM, po ktoérej nastgpowata 24 godzinna inkubacja komorek z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM, istotnie indukowata wzrost poziomu mRNA
genu PDIA3 w przypadku 210HpD, zar6wno w poréwnaniu z proébami traktowanymi
jedynie 210HpD, jak i w odniesieniu do prob traktowanych wylacznie nadtlenkiem
wodoru (p<0,05); (Ryc. 47, panel C). Podobna tendencje¢ obserwowano w przypadku
analogu 200HDj; oraz kalcypotriolu, jednak wyniki te nie byly istotne statystycznie.

Dwudziestoczterogodzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; albo
kalcypotriolem, prowadzita od zwigkszenia poziomu mRNA genu CYP27BI w
komorkach poddanych dziataniu nadtlenku wodoru w st¢zeniu 1 mM przez kolejne 24
godzinny. Obserwowany wzrost byt statystycznie istotny w w poréwnaniu z probami
traktowanymi kazda z tych substancji z osobna (p<0,05 w obu przypadkach); (Ryc. 45,
panele A i D). Podobna tendencj¢ obserwowano réwniez w przypadku analogu
210HpD, jednak wynik ten byt istotny statystycznie jedynie w odniesieniu do prob
traktowanych wylacznie analogiem 210HpD, nie za§ w odniesieniu do prob

traktowanych jedynie nadtlenkiem wodoru (Ryc. 45, panel C).

Poprzedzenie 24 godzinnej inkubacji komoérek HaCaT z nadtlenkiem wodoru w
stezeniu ImM trwajaca 24 godziny preinkubacja komorek z analogami witaminy D w

stgzeniu 10 nM powodowalo istotny wzrost poziomu mRNA genu CYP344 w

116



Modulacyjny wptyw witaminy D na dziatanie reaktywnych form tlenu w keratynocytach

Anna Piotrowska

przypadku 1,25(0OH),D; (Ryc. 44, panel A), 200HD; (Ryc. 44, panel B) albo 210HpD
(Ryc. 44, panel C) w poroéwaniu z probami traktowanymi wylacznie samym analogiem
albo wytacznie nadtlenkiem wodoru (p<0,05 dla 1,25(OH),D3; p<0,05 w poréwnaniu z
probami traktowanymi jedynie analogami witaminy D 1 p<0,01 w poréwnaniu z
probami traktowanymi jedynie nadtlenkiem wodoru w przypadku 200HD; albo
210HpD).

Nie zaobserwowano natomiast wzmocnienia indukcji mRNA genow CYP24A41
oraz VDR poprzez 24 godzinng preinkubacj¢ komorek HaCaT z analogami witaminy D,
po ktorej nastgpowata 24 godzinna ekspozycja komorek na dziatanie nadtlenku wodoru
w stezeniu 1 mM, w odniesieniu do préb inkubowanych wytacznie z wybranym
analogiem witaminy D albo wylacznie z nadtlenkiem wodoru (Ryc. 46 oraz 43), cho¢ w
przypadku mRNA genu VDR w omodwionych warunkach zaobserwowano pewna

tendencje¢ wzrostowa w przypadku zastosowania 1,25(OH),D; (Ryc. 43, panel A).
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Ryc. 43. Porownanie poziomu mRNA genu VDR w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach = SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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Ryc. 44. Porownanie poziomu mRNA genu CYP3A4 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) Ilub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01;, ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach = SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnosc¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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Ryc. 45. Porownanie poziomu mRNA genu CYP27B1 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) Ilub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach = SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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Ryc. 46. Porownanie poziomu mRNA genu CYP24A1 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach = SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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Ryc. 47. Porownanie poziomu mRNA genu PDIA3 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastepnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozkladem jednosladowym z dwiema probami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow, w
odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla
kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych punktow

doswiadczalnych.
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5.7.3. Ocena wplywu 48 godzinnej inkubacji keratynocytow linii HaCaT z
1,25(OH),;D3; na wrazliwo$¢ komorek na dzialanie nadtlenku wodoru.
Profil ekspresji genéw zaangazowanych w metabolizm witaminy D

Przeprowadzona analiza profilu ekspresji genéw zaangazowanych w metabolizm
witaminy D wykazala istotny statystycznie wpltyw 24-godzinnej preinkubacji z
analogami witaminy D (10 nM) na poziom mRNA dla tych genéw w komorkach
HaCaT poddanych dziataniu nadtlenku wodoru (1 mM) przez 24 godziny. (Wyniki,
5.7.2, Ryc. 43, 45 — 47, panele A). Biorac pod uwagg zatozenia opisanych do$wiadczen,
nie mozna byto jednak jednoznacznie stwierdzi¢, czy obserwowany efekt wynikat z
rzeczywistej zmiany ekspresji genow pod wplywem nadtlenku wodoru, czy tez
spowodowany byt spadkiem ekspresji po 48 godzinach inkubacji. W do$wiadczeniach
opisanych w poprzednim punkcie (Wyniki, 5.7.2) poréwnywano bowiem poziom
mRNA w komorkach HaCaT inkubowanych przez 24 godziny z analogami witaminy D,
do poziomu mRNA w komorkach preinkubowanych przez 24 godziny z analogami
witaminy D a nastgpnie inkubowanymi z nadtlenkiem wodoru przez kolejne 24 godziny
(razem 48 godzin po dodaniu analogdw witaminy D). W celu wyjasnienia zaistniatych
watpliwosci zaplanowano do$wiadczenia, w ktorych komoérki HaCaT inkubowane byty
z 1,25(0OH),D; w stezeniu 10 nM przez 48 godzin, badz poddawane byly dzialaniu
1,25(OH),D; w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, nastepnie za§ do pozywki
zawierajacej dodany uprzednio 1,25(OH),Ds; dodawano nadtlenek wodoru w stezeniu 1
mM i komorki inkubowano kolejne 24 godziny. Wyniki przedstawiono w formie

wykresow stupkowych na Ryc. 48.

W opisanych warunkach doswiadczalnych zaobserwowano istotny wzrost
poziomu mRNA genow CYP24A41, VDR, CYP27B1 oraz PDIA3 (Ryc. 48, panele A — D
odpowiednio) w probach inkubowanych 48 godzin z 1,25(0OH),D; w stezeniu 10 nM, w
tym 24 godziny z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 1 mM, w poroOwnaniu z probami
inkubowanymi 48 godzin jedynie z 1,25(OH),D; w stezeniu 10 nM albo inkubowanymi
wylacznie z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez 24 godziny. Wyniki te
wykazuja, ze pierwotne uwrazliwienie komorek HaCaT preinkubacja z analogami
witaminy D w warunkach nastgpujacego stresu oksydacyjnego podwyzsza ekspresje

gendw zaangazowanych w metabolizm witaminy D.
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Ryc. 48. Porownanie poziomu mRNA genow CYP24A1 (4), VDR (B), CYP27B1 (C)
oraz PDIA3 (D) w linii komorkowej HaCaT. Komorki inkubowano z 1,250H,D; w
stezeniu 10 nM przez 48 godzin, bqdz z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez 24
godziny albo tez po uplywie 24 godzinnej inkubacji z 1,250H ;D3 w stezeniu 10 nM do
pozywki dodawano nadtlenek wodoru w stezeniu 1 mM i inkubowano przez 24 godziny.
Do analizy istotnosci statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema
probami o rownej wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano
wartosci srednie zmiany poziomu mRNA w badanych probach + SD dla dwoch
niezaleznych pomiarow, w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A.
Wzgledny poziom mRNA dla kontroli przyjeto jako 1, a nastepnie obliczono krotnosc

dla poszczegolnych punktow doswiadczalnych.
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6. DYSKUSJA

Witamina D to wielofunkcyjna czasteczka, ktorej fizjologiczna rola daleko
wykracza poza klasycznie przypisywana jej regulacj¢ homeostazy wapniowe] w
organizmie (137, 138). Wiadomym jest, ze witamina D stymuluje proces rdéznicowania
réznego rodzaju komoérek, w tym keratynocytow (50, 51, 55), a takze monocytow i
makrofagéw (139). Dane epidemiologiczne, badania przedkliniczne oraz kliniczne
wykazuja takze, ze witamina D chroni komorki przed transformacja nowotworowa.
Migdzy innymi zaobserwowano korelacj¢ pomigedzy wyzszym poziomem
25-hydroksywitaminy D3 a zmniejszona zapadalno$cia na nowotwory sutka (140, 141),

okreznicy (142), ptuc (143), prostaty (144), skory oraz chloniaki (145).

Dodatkowo, doniesienia naukowe pokazuja takze, ze witamina D, badz jej
analogi, stosowane w  terapii taczonej = wzmacniaja  dziatanie  lekoéw
przeciwnowotworowych, takich jak cisplatyna (146-150), doksorubicyna (151, 152),
cyklofosfamid (151) czy gemcytabina (152). Mechanizm dziatania wspomnianych
cytostatykow opiera si¢ w gldwnej mierze na wprowadzaniu uszkodzen do DNA
komorek poddawanych ich dziataniu. Jednoczesnie wiadomym jest, ze cisplatyna (136,
153, 154), a takze doksorubicyna (155, 156), cyklofosfamid (157) czy gemcytabina
(158) indukuja powstawanie reaktywnych form tlenu w komorkach poddawanych ich
dziataniu, co w duzym stopniu przyczynia si¢ do cytotoksycznosci stosowanych

chemioterapeutykow.

Zbadanie modulacyjnych wlasciwosci witaminy D oraz jej nowych analogdéw
wobec reaktywnych form tlenu wydaje si¢ zatem stanowi¢ interesujacy i pozadany
temat badawczy. Warto podkresli¢, ze do tej pory nie udato si¢ w sposob jednoznaczny
scharakteryzowa¢ witaminy D w kontek$cie regulacji stresu oksydacyjnego. Czgs$¢
doniesien przypisuje witaminie D wlasciwosci prooksydacyjne (128-130), podczas gdy

inne wykazuja jej antyoksydacyjny charakter (131-134).
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6.1. Witamina D jako antyoksydant w komorkach linii HaCaT

Badania z wykorzystaniem barwienia H,DCFDA wykonane w niniejszej pracy
wykazaty, ze 24 godzinna inkubacja komorek z 1,25(OH),Ds; w stezeniu 100 nM
hamuje produkcje reaktywnych form tlenu w komodrkach o okoto 8% w poroéwnaniu z
kontrola, cho¢ wynik ten nie byl istotny statystycznie (Wyniki, 5.5). Dane te niemniej
jednak sugeruja antyoksydacyjne wiasciwosci 1,25(OH),D;. Podobna zalezno$¢
obserwowano w przypadku monocytarnej linii U937, ktora poddawano 24 godzinnej
inkubacji z 1,25(OH),D3; w stezeniu 10 1 25 nM, w obu przypadkach obserwujac istotne
statystycznie obnizenie produkcji RFT w stosunku do kontroli (159). Hamowanie
produkcji RFT pod wplywem 48 godzinnej inkubacji z 1,25(0OH),D3; w stezeniu 10 nM
obserwowano takze w mysich komorkach bialaczki mielomonocytarnej liniit WEHI-3B
(160). Za charakterem antyoksydacyjnym przemawia réwniez obserwowany wzrost
potencjalu blony mitochondrialnej Ay pod wptywem 1 -24 godzinnej inkubacji
komorek HaCaT z 1,25(OH),Ds w stezeniu 100 nM (Wyniki, 5.4.1, Ryc. 32) Wiadomo
bowiem, Ze obnizenie potencjalu blony mitochondrialnej Ay moze doprowadzaé¢ do
nasilonej produkcji RFT w mitochondriach, a tym samym nasila stres oksydacyjny
(161). Z drugiej strony inne doniesienia naukowe wykazuja, ze 48 godzinna inkubacja
ludzkich adipocytow z 1,25(OH),D3; w stgzeniu 1 nM obniza poziom mRNA UCP2
(z ang. uncoupling protein 2, rozsprzggacz protondw, typ 2) oraz redukuje ilo$¢ biatka
(162). Biatka UCP 1 — 5 wystepuja w blonie mitochondrialnej wewngtrznej, gdzie
rozprzggaja fosforylacje oksydacyjna (163). Funkcjonuja one jako sensory
mitochondrialnego stresu oksydacyjnego, dzialajac na zasadzie lokalnego sprzezenia
zwrotnego. Umozliwiaja transport zwrotny protondw do macierzy mitochondrialnej i
obnizaja w ten sposob produkcj¢ RFT powstajacych podczas transportu elektonow w
tancuchu oddechowym (164). Warto zauwazy¢, ze u szczuréw z niedoborem witaminy
D zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji genow Ucpl 1 Ucp2 (165). U myszy
Vdr-/- zaobserwowano istotnie podwyzszony poziom biatek Ucpl — Ucp3 w tkance
thuszczowej zottej (166). Co ciekawe, ekspresja genow UCP nie jest zarezerwowana
wylacznie dla tkanki ttuszczowej, jak pierwotnie sadzono. Wykazano bowiem ekspresje
UCPI — UCP3 takze w skorze, gldéwnie w keratynocytach (167). Wiadomo, ze

mitochondrialne biatko Ucp2 obniza potencjat blony mitochondrialnej Ay (168), zatem
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wzrost potencjalu blony mitochondrialnej Ay pod wptywem inkubacji komérek HaCaT
z 1,25(0OH),D3; moze wynika¢ z obnizania ilo$ci biatka UCP2. Zatem zbadanie wplywu
1,25(OH),Ds; na ekspresje¢ bialek UCP w keratynocytach z pewnoscia wiele by
wyjasnito 1 takie oznaczenie zostanie wykonane w najblizsze] przysziosci w ramach
kontynuacji tematyki badawczej. Z drugiej strony w niniejszej pracy zaobserwowano,
ze 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stgzeniu 100 nM
przywracala potencjat btony mitochondrialnej Ay, obnizony w wyniku 1 godzinnej
inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru w stezeniach 1 — 3 mM (Wyniki, 5.4.1, Ryec.
33, panele A — C). Podobna zalezno$¢ odnotowano w przypadku komoérek nerwowych.
Zaobserwowano mianowicie, ze preinkubacja neurondéw kory mozgowej z 1,25(OH),Ds
pozwala na utrzymanie potencjalu blony mitochondrialnej Ay mimo traktowania
komorek cyjankiem (169). W dalszych do$wiadczeniach badacze wykazali, zZe
preinkubacja komorek nerwowych z 1,25(OH),D; chroni je przez uszkodzeniami
wywotywanymi przez cyjanek poprzez obnizenie RFT wynikajace ze stabilizacji
komorkowej puli GSH oraz przez hamowanie aktywacji biatka UCP-2 (169). O ile
efekt ochronny wywierany przez 24 godzinna inkubacj¢ komoérek HaCaT z
1,25(OH),D3 w stezeniu 100 nM byt obserwowany podczas 1 godzinnej inkubacji, to
dtuzsza, bo 3 godzinna, ekspozycja keratynocytow na nadtlenek wodoru w stezeniach
1 — 3 mM znosita ten efekt. Co wigcej, w tym przypadku 24 godzinna preinkubacja
komoérek z 1,25(0OH),D; w stgzeniu 100 nM poglebiata efekt dzialania nadtlenku
wodoru, dodatkowo obnizajac potencjat btony mitochondrialnej Ay (Wyniki, 5.4.1,
Ryc. 33). Wydaje si¢ zatem, ze wptyw wywierany przez 24 godzinnag preinkubacje
komorek HaCaT z 1,25(0OH),D; zalezy w duzej mierze od stgzenia RFT w komorkach,
a takze od czasu ich oddziatywania. Pokazano bowiem takze, ze zastosowanie
nadtlenku wodoru w st¢zeniu 5 mM catkowicie znosilo ochronny efekt 24 godzinnej

preinkubacji komorek HaCaT z 1,25(0OH),D; (Wyniki, 5.4.1, Ryc. 33, panel D).

Jednoczes$nie warto zwroci¢ uwage, ze doswiadczenia opierajace si¢ na
zmiataniu wolnego rodnika DPPH™ nie potwierdzily wilasciwosci antyoksydacyjnych
1,25(OH),Ds, ani zadnego z testowanych analogdw witaminy D oraz jej prekursora,
7-DHC. Brak efektu mozna jednak przypisywaé relatywnie niskim st¢zeniom
testowanych zwiazkow (Wyniki, 5.6). Ponadto uzyskany wynik nie wyklucza

mozliwosci, ze analogi witaminy D w komorkach, po wbudowaniu w blony biologiczne
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moga wykazywaé¢ wlasciwosci antyoksydacyjne lub uszczelniajac btony chronic¢

komorki przed przenikaniem RFT.

Wyniki badan poziomu mRNA nie wykazuja rowniez wzmocnienia ekspres;ji
gendw zaangazowanych w neutralizacj¢ reaktywnych form tlenu, takich jak SODI i
SOD?2, a takze CAT pod wplywem 24 godzinnej inkubacji komodrek HaCaT z analogami
witaminy D w stezeniu 10 nM (Wyniki, 5.7.1). W pracy nie badano jednak ekspres;i
peroksydazy glutationowej pod wpltywem inkubacji komorek HaCaT z analogami
witaminy D. Wydaje si¢, ze zmiany w poziomie tego enzymu mogtyby dostarczy¢
dodatkowych informacji o potencjalnym antyoksydacyjnym wplywie analogow
witaminy D. Nalezy mie¢ na uwadze, ze analogi witaminy D zastosowane zostaty w
relatywnie niskim st¢zeniu, co moze przyczynia¢ si¢ do uzyskanego obrazu ekspresji
gendw zaangazowanych w obrong komorek przed reaktywnymi formami tlenu.
Dodatkowo w przyjetym modelu badawczym zastosowano jedynie 24 godzinna
inkubacje. Poniewaz odpowiedz na RFT jest procesem dynamicznym, analiza innych
punktow czasowych mogtaby przynie$¢ wigcej informacji wskazujacych na regulacyjna

funkcj¢ witaminy D.

Wydaje si¢ réwniez, ze ekspresja VDR moze mie¢ wplyw na regulacje
odpowiedzi komorkowej na RFT, gdyz VDR reguluje ekspresje¢ setek genow, w tym
szeregu zwiazanych z produkcja i usuwaniem RFT. Badania przeprowadzone na
ludzkich liniach nabtonkowych kanalikow proksymalnych nerki wykazaty, ze obnizenie
ekspresji VDR w komorkach zainfekowanych  wirusem HIV przyczynia si¢ do
zwigkszonej produkcji RFT, zas$ podanie witaminy D odwraca ten efekt (170). Wynik
ten posrednio $wiadczy o antyoksydacyjnym potencjale witaminy D. Zatem
podwyzszenie poziomu mRNA VDR w komoérkach HaCaT obserwowane w niniejszej
pracy (Wyniki, 5.7.2, Ryc. 43, panele A — D) rozumiane by¢ moze jako przejaw

antyoksydacyjnego dziatania badanych analogow witaminy D.
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6.2. Witamina D jako prooksydant w komérkach HaCaT

Poniewaz uzyskane wyniki nie wykazywaty jednoznacznie antyoksydacyjnego
dziatania witaminy D i jej analogéw, tak wigc w tym rozdziale przeanalizowane beda

dane wskazujace na jej wplyw na tworzenie RFT na modelu keratynocyéw linii HaCaT.

Na prooksydacyjne wtasciwosci witaminy D w komorkach HaCaT wskazuja w
pewnym stopniu wyniki analizy ekspresji genow. Zaobserwowano na przyktad, ze
ekspresja SOD2 ulega obnizeniu pod wptywem 24 godzinnej inkubacji komérek HaCaT
z 1,25(0OH),D; albo kalcypotriolem w stgzeniu 10 nM, cho¢ efekt ten nie byl istotny
statystycznie (Wyniki, 5.7.1, Ryc. 41). Takze w komoérkach raka prostaty obserwowano
supresjc¢  MnSOD pod wplywem dziatania 1,25(OH),D; w zakresie stgzen
10 — 1000 nM, co w tym przypadku powiazane bylo z uwrazliwieniem tych komoérek na
stosowana radioterapi¢ (171). Kolejne badania przeprowadzone w trakcie realizacji
niniejszej pracy wykazaly obnizenie ekspresji CAT w komorkach HaCaT pod wptywem
24 godzinnej inkubacji komoérek z 210HpD albo kalcypotriolem (Wyniki, 5.7.1, Ryc.
42). Dane literaturowe wykazuja natomiast, ze podawanie parykalcytolu, analogu
ergokalcyferolu (witaminy D), pacjentom poddawanym hemodializie zmniejsza u nich
nasilenie stresu oksydacyjnego poprzez podwyzszenie aktywnosci SOD 1 CAT
mierzonej w surowicy krwi (172). Badania in vivo nie obejmowaly jednak okreslania
ekspresji genow SOD i CAT, a ponadto pacjentom podawano farmakologiczne dawki
stosowanego analogu witaminy D, co moze thumaczy¢ odmienny efekt od uzyskanego

W niniejszej pracy.

Jak opisano w rozdziale 6.1, badania z wykorzystaniem barwienia H,DCFDA
sugeruja antyoksydacyjny charakter witaminy D. Z drugiej jednak strony wykazano, ze
zastosowanie preinkubacji keratynocytow HaCaT uwrazliwia je na dziatanie nadtlenku
wodoru, co $wiadczy¢ moze o jej prooksydacyjnym charakterze w tych warunkach
doswiadczalnych (Wyniki, 5.2.3, 5.2.4, 5.3, 5.4, 5.5). Efekt ten potraktowano jako
modulacyjny wplyw witaminy D na dziatanie RFT w keratynocytach HaCaT i

oméwiono szczegotowo w kolejnym rozdziale.
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6.3. Witamina D jako modulator RFT w komorkach HaCaT

Poniewaz jedna z przyjetych hipotez badawczych zakladata, ze witamina D
uwrazliwia komoérki HaCaT na cytotoksyczne dziatanie nadtlenku wodoru, dlatego tez
wigkszo$¢ przedstawionych doswiadczen wykonywano stosujac 24 godzinna
preinkubacj¢ z witaming D w stezeniach potencjalnie fizjologicznych, po ktorej
nastgpowata ekspozycja komorek na dziatanie nadtlenku wodoru lub cisplatyny. Mozna
zatem przyja¢, ze stworzony model badawczy umozliwil zbadanie odpowiedzi
komoérkowej na stres oksydacyjny w sytuacji optymalnego stezenia witaminy D w

komorce.

Testy proliferacyjne przeprowadzone na linii HaCaT wykazaly, ze jednoczesne
zastosowanie nadtlenku wodoru w zakresie stgzen 0,0256 — 5 mM oraz badanych
analogéw witaminy D wywiera znacznie silniejszy efekt antyproliferacyjny od
obserwowanego dla samego nadtlenku wodoru (Wyniki, 5.1.3). Ma to swoje
odzwierciedlenie w 1,5 — 3 krotnym obnizeniu warto$ci Ecsyp w stosunku do wartosci
Ecso wyznaczonej dla samego nadtlenku wodoru (Tabela 9). Podobny efekt opisany byt
juz w literaturze, gdyz wzmacnianie cytotoksycznego dziatania nadtlenku wodoru w
wyniku 24 godzinnej preinkubacji komoérek z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM
obserwowano w keratynocytach linii HaCaT (173). Wzmacnianie cytotoksycznego
dziatania nadtlenku wodoru obserwowano rowniez w wyniku 48 godzinnej preinkubacji
komorek z 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM w liniach komérkowych raka piersi MCF-7
(174) oraz raka jelita grubego (175).

Wigkszos¢ prac badawczych wykazuje, ze keratynocyty linii HaCaT sa
relatywnie oporne na cytotoksyczne dzialanie nadtlenku wodoru, gdyz inhibicj¢ wzrostu
obserwowano stosujac milimolowe stezenia tego zwiazku (176). Podobne rezultaty
osiggnieto w niniejszej pracy (Wyniki, 5.1.2). Wykazano natomiast, ze pierwotne linie
keratynocytow sa wrazliwsze, poniewaz obserwowano zahamowanie ich wzrostu juz
przy niskich, bo mikromolowych, stezeniach nadtlenku wodoru (177). Przedstawione w
nieniejszej pracy, cho¢ bardzo selektywne, eksperymenty z pierwotnymi
keratynocytami HPEKp wydaja si¢ jednak nie potwierdza¢ tych obserwacji, gdyz

zastosowanie 1 mM nadtlenku wodoru tylko w niewielkim stopniu wptywato na cykl
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komoérkowy i nie wywolywalo wzrostu ilo$ci komorek frakcji SubG1l (Wyniki, 5.2.6,
Ryec. 25).

W  prezentowanej rozprawie aktywna forma witaminy D, 1,25(OH).Ds,
wzmacnia réwniez cytotoksyczno$¢ cisplatyny, co wykazano w testach proliferacyjnych
(Wyniki, 5.1.4). Podobnie jak w doswiadczeniach z nadtlenkiem wodoru, warto$¢ Ecsg
dla cisplatyny byta blisko trzykrotnie nizsza gdy komorki HaCaT inkubowane bytly
tacznie z 1,25(OH),D; w stezeniu 10 nM (Tabela 10). Wynik ten potwierdza
synergistyczne dzialanie antyproliferacyjne analogéw witaminy D w stezeniu 10 nM z
cisplatyna obserwowane w mysich liniach komérkowych biataczki WEHI-3 oraz w
ludzkich liniach raka piersi MCF-7 1 T47D, w ktorych odnotowano nawet 55-krotne

obnizenie wartosci ICsy obliczanych dla cisplatyny (152).

Analiza dystrybucji komoérek HaCaT w poszczegdlnych fazach cyklu
komorkowego wykazala, ze 24 godzinna inkubacja komorek z 1,25(OH),D3; w zakresie
stgzen 0,1 — 100 nM powodowata zwigkszenie odsetka komoérek fazy S oraz G2/M, z
proporcjonalnym spadkiem odsetka komorek fazy GO/G1, a takze frakcji SubGl
(Wyniki, 5.2.1). Dane literaturowe podaja, ze antyproliferacyjny potencjat witaminy D
w duzej mierze opiera si¢ na regulacji ekspresji genéw kodujacych inhibitory cyklu
komorkowego, biatka p27 i p21, co w konsekwencji doprowadza do hamowania kinaz
zaleznych od cyklin i blokowania przejscia z fazy G1 do S cyklu komoérkowego (145,
178, 179). Jednocze$nie efekt ten zalezny jest od czasu inkubacji komorek z
1,25(0OH),D3, co pokazano doswiadczalnie w mielomonocytarnej linii komorkowe;j
U937 poddawanej 12 — 72 godzinnej inkubacji z 1,25(0OH),D3 w stezeniu 100 nM
(180). Zatem wynik uzyskany podczas realizacji niniejszej pracy potwierdza obserwacje
dotyczace wzrostu odsetka komorek fazy S cyklu komorkowego pod wplywem 24
godzinnej inkubacji komoérek z 1,25(OH),Ds w stgzeniu 100 nM. Inne dane literaturowe
potwierdzaja takze zatrzymanie cyklu komorkowego ludzkich keratynocytow w fazie
G2/M pod wplywem 24 godzinnej inkubacji z 1,25(OH),D3;. Wykazano bowiem, ze
1,25(0OH),D3 w stgzeniach 100 — 1000 nM powodowat zwigkszenie odsetka komorek
znajdujacych si¢ w fazie G2/M poprzez podwyzszenie poziomu kinaz Weel oraz Mytl,

ktore inaktywuja biatko Cdc2 (181).

Inne badania wykazuja réwniez, ze nadtlenek wodoru dziata jako czasteczka

sygnatowa w szlakach transdukcji sygnatu, indukujac sygnaty mitogenne (182, 183). Na
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przyktad wykazano, ze niskie st¢zenia nadtlenku wodoru moga nasila¢ wzrost komorek
ssaczych (184). Natomiast wysokie stgzenia H,O, stymuluja stan terminalnego
zréznicowania komorek (185) oraz wywieraja efekt cytotoksyczny na komorki, co moze
prowadzi¢ do ich apoptozy (186). Co ciekawe, zmiany stezenia endogennego nadtlenku
wodoru obserwowane sa podczas cyklu komorkowego, co powiazane jest z regulacja
ekspresji cykliny D1 (187). Z drugiej strony wykazano, ze nadekspresja katalazy oraz
peroksydazy glutationu, prowadzaca do usuwania endogennego nadtlenku wodoru,
powiazana jest z zahamowaniem cyklu komérkowego w fazie GO/G1 (188). Wyniki
prezentowane w niniejszej pracy wykazaly jednak, ze 24 godzinna inkubacja komorek
HaCaT z nadtlenkiem wodoru w zakresie st¢zen 0,1 — 5 mM powoduje spadek odsetka
komorek fazy GO/G1 w sposdb proporcjonalny do zastosowanego st¢zenia zwiazku,
czemu towarzyszy proporcjonalny wzrost odsetka komoérek w fazie S, G2/M oraz

wzrost frakcji SubG1 (Wyniki, 5.2.1).

Zaobserwowano réwniez, ze 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z
1,25(0OH),D3 w zakresie stezen 0,1 — 100 nM istotnie wplywata na dystrybucje w cyklu
komoérkowym komoérek poddanych dziataniu nadtlenku wodoru przez kolejne 24
godziny (Wyniki, 5.2.3). Podobna zalezno$¢ obserwowano réwniez dla zastosowanych
analogow witaminy D — 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 200HDs,
210HpD albo z kalcypotriolem, stosowanymi w stgzeniu 100 nM, wzmacniata efekt
wywierany przez nadtlenek wodoru stosowany w stgzeniu 1 mM na dystrybucje
komorek w cyklu komorkowym, powodujac migdzy innymi wzrost odsetka komorek
frakcji SubG1 w pordéwnaniu z probami poddawanymi wytacznie dziataniu nadtlenku
wodoru (Wyniki, 5.2.4). Warto zauwazy¢, ze ilo§¢ komoérek we frakcji SubG1 zalezata
glownie od st¢zenia nadtlenku wodoru, gdyz zardwno witamina D, jak i jej analogi, nie

wykazywaty wlasciwosci proapoptotycznych w badanych stezeniach.

Istotnym elementem pracy bylo tez zbadanie wpltywu preinkubacji
keratynocytéw HaCaT z witaming D na wrazliwo$s¢ komorek na modelowy lek
cytotoksyczny — cisplatyng. Wykazano, ze 24 — 48 godzinna inkubacja
komoérek HaCaT z cisplatyna w stezeniu 12 — 120 uM powodowata wzrost odsetka
komorek fazy S oraz G2/M, z proporcjonalnym spadkiem odsetka komorek w fazie
GO0/G1. Nie odnotowano natomiast wzrostu odsetka komorek frakcji SubGl (Wyniki,

5.2.5). Wynik ten potwierdza dane literaturowe, ktore wykazuja zahamowanie cyklu
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komorkowego pod wptywem cisplatyny wtasnie w fazie S oraz G2/M (189-191). Brak
wzrostu odsetka komoérek frakcji SubGl, reprezentujacej komorki apoptotyczne, pod
wplywem dziatania cisplatyny powiazany moze by¢ z mutacja p53 w komorkach linii
HaCaT (zmutowane sa oba allele tego genu) (192, 193). Wykazano bowiem, ze
komorki linii niosacych mutacje p53 lub tez komorki, w ktorych ekspresje p53
wyciszono, sa oporne na apoptoz¢ wywolywana dziataniem cisplatyny (194, 195).
Nalezy jednak podkresli¢, ze w prezentowanych doswiadczeniach obserwowano
zahamowanie wzrostu komoérek HaCaT pod wptywem cisplatyny (Wyniki, 5.1.4, Ryc.
10). Obserwowano réwniez, ze 24-godzinna preinkubacja komorek HaCaT z
1,25(0OH),Ds, badz tez 210HpD albo kalcypotriolem w stezeniu 100 nM, powoduje
wzrost odsetka komodrek w fazie S pod wptywem 48 godzinnej inkubacji komorek
HaCaT z cisplatyna w stgzeniu 120 uM (Wyniki, 5.2.5, Rycina 24, Panele A — C). 24
godzinna preinkubacja komorek HaCaT z 1,25(OH),Ds, badz z kalcypotriolem,
stosowanymi w stezeniu 100 nM, powodowata wzrost odsetka komorek fazy G2/M pod
wplywem 24 godzinnej inkubacji z cisplatyna w stgzeniu 120 uM w poréwnaniu z
probami poddawanymi wylacznie dziataniu cisplatyny (Wyniki, 5.2.5, Rycina 22,
Panele A 1 C). Dane literaturowe wykazuja podobna zalezno$¢ dla nowotworowych
komorek prostaty linii LNCaP, tj. zwigkszenie odsetka komorek w fazie G2/M w
wyniku kumulatywnego dzialania 1,25(OH);Ds; w stezeniu 10 nM oraz zwiazkow
platyny, takich jak karboksyplatyna (196).

O ile w przypadku do$wiadczen z cisplatyna nie obserwowano zwigkszenia
frakcji SubG1 niezaleznie od tego czy komorki HaCaT byly poddawane preinkubacji z
analogami witaminy D, czy tez nie, to w przypadku zastosowania nadtlenku wodoru w
stezeniach powyzej 1 mM efekt ten byt widoczny (Wyniki, 5.2.3 oraz 5.2.4). Poniewaz
obecno$¢ frakcji SubG1l wskazuje na indukcje $mierci komorki, zbadano ten proces
szczegdtowo przy wykorzystaniu testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit 1.
Wykazano, ze 24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu
100 nM zwigkszata frakcje komorek wczesnoapoptotycznych (Ann-V+/ 7-AAD-), a
takze frakcje komorek pdznoapoptotycznych/nekrotycznych (Ann-V+/ 7-AAD-) pod
wpltywem 24 godzinnej inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM
(Wyniki, 5.3; Rycina 28). Stosunkowo duzy odsetek komodrek wczesnoapoptotycznych

wskazywal na indukcje szlaku apoptotycznego, jednak opisana w keratynocytach
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HaCaT mutacja p53 powinna ogranicza¢ zdolno$¢ tych komoérek do apoptozy. Co
cickawe, Gogna 1 wsp. wykazali indukcje p-53 niezaleznego szlaku apoptozy,
opierajacego si¢ na aktywacji $ciezki zewnetrznej Fas-zaleznej przez jony Ca®’, w
komorkach niedrobnokomoérkowego raka phuc linii H1299 (197). Z drugiej strony dane
literaturowe wykazuja, ze 24 godzinna inkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),Ds w
stgzeniu 100 nM hamuje aktywacj¢ kaspaz indukowanych stresem wywotywanym 1
godzinng inkubacja z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 0,8 mM (198). Jak to zostato
przedstawione w niniejszej pracy, efekt preinkubacji z analogami witaminy D jest w
duzej mierze zalezny od stgzenia nadtlenku wodoru oraz czasu inkubacji, co ttumaczy
powyzsze obserwacje. Ponadto w niniejszej pracy nie badano aktywacji kaspaz, a
jedynie eksternalizacjg fosfatydyloseryny, co dodatkowo przyczynia si¢ do nieco innego
obrazu uzyskanych wynikow. Co ciekawe, Kim i wsp. sugeruja, ze Smier¢ komorkowa
indukowana przez nadtlenek wodoru, niezaleznie od typu komorek, jest aktywowana
przez $ciezke niezalezna od kaspaz (199). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy, tj.
wzmozona eksternalizacja fosfatydyloseryny obserwowana w zastosowanym modelu
badawczym, sugerowa¢ moga rowniez $mieré komorkowa typu nekrotycznego.
Przebieg S$mierci typu nekrotycznego moze charakteryzowaé si¢ bowiem w
poczatkowych etapach wtlasnie eksternalizacja fosfatydyloseryny (200). Dodatkowo
wykazano, ze moze nastgpowaé w wyniku aktywacji $ciezki zewngtrznej Fas-zaleznej
(201). Uzasadniatoby to obserwowanie $mierci typu nekrotycznego w komorkach
HaCaT, niosacych mutacje p53 (192), a jednoczes$nie pozostawatoby w zgodnosci w
obserwowana p-53 niezalezna $miercia komorkowa Fas-zalezna w przytoczonym

wczesniej doniesieniu naukowym (197).

Poniewaz apoptoza moze by¢ indukowana przez zaburzenia w mitochondriach,
poddano analizie zmiany potencjatu blony mitochondrialnej Ay 1 wykazano, ze
inkubacja komoérek HaCaT z 1,25(0OH),Ds w stgzeniu 100 nM powodowata wzrost tego
potencjatu w sposob zalezny od czasu inkubacji (Wyniki, 5.4.1, Ryc. 32). Z kolei 24
godzinna preinkubacja komorek HaCaT z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM
powodowata obnizenie potencjalu Ay w wyniku 3 godzinnej inkubacji komodrek z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 oraz 5 mM (Wyniki, 5.4.1, Ryc. 33). Podobna
zalezno$¢ obserwowano dla 200HD; oraz 210HpD i nadtlenku wodoru w st¢zeniu

I mM (Wyniki, 5.4.2, Ryc. 34). Obserwowany spadek potencjatu btlony
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mitochondrialnej Ay moze wynika¢ z indukcji stresu oksydacyjnego, ktoremu
poddawane byly komodrki (202). Z drugiej strony spadek potencjatu blony
mitochondrialnej Ay moze sugerowaé uszkodzenie mitochondriow 1 w konsekwencji
oznacza¢ moze produkcj¢ duzych ilosci reaktywnych form tlenu (203, 204). Nadmierna
produkcja RFT prowadzi¢ za$ moze do $mierci komoérek na drodze apoptozy (205) lub
tez nekrozy (206, 207). Wydaje si¢ jednak, ze szybki spadek potencjatu btony
mitochondrialnej Ay powiazany jest glownie ze $miercia komoérkowa na drodze
nekrozy (208). Tak wigc mozna przypuszczaé, ze wyniki przywotanego powyzej
do$wiadczenia ponownie potwierdzaja hipotezg, zgodnie z ktora preinkubacja komorek
HaCaT z witaming D nasila $§mier¢ komorek na drodze nekrozy, wywotywana przez
nadtlenk wodoru. Co wigcej, wczesniejsze badania przeprowadzone na linii
keratynocytow HaCaT wykazatly wilasnie indukcje $mierci komodrkowej typu
nekrotycznego pod wplywem réznych czynnikow, takich jak np. palitoksyna (208, 209).
Z drugiej strony inni badacze wykazali, ze w komoérkach linii HaCaT pod wpltywem
dziatania doksorubicyny, ktéra doprowadza do produkcji rodnikéw ponadtlenkowych,
dochodzi do indukcji $ciezki wewngtrznej procesu apoptozy pS3-niezaleznej,
wynikajacej z obnizenia poziomu Bcl-2 (210). W badaniach klinicznych wykazano
natomiast, ze potroczna suplementacja 800 IU witaminy Ds; wzmacniata ekspresj¢
biatka proapoptotycznego Bax w catym obszarze krypt jelitowych, nie miata za$
istotnego statystycznie wplywu na ekspresj¢ Bcl-2 (134). Obnizenie poziomu biatka
Bel-2 w wyniku 48 godzinnej inkubacji komorek z 1,25(OH),D; w stezeniu
1 — 1000 nM obserwowano takze w ludzkiej linii migsniakéw macicy, co przyczyniato
si¢ do zahamowania wzrostu tych komoérek (211). Tak wigc, istotne bedzie w
przysztych badaniach okreslenie poziomu mRNA biatka Bel-2 w zastosowanym modelu
badawczym. Umozliwi to dokladniejsze okre$lenie rodzaju $mierci komoérkowe;j,
indukowanej przez nadtlenek wodoru w keratynocytach linii HaCaT oraz wplywu
preinkubacji z analogami witaminy D na ten proces. Ostateczne potwierdzenie rodzaju
$mierci komorkowej zachodzacej w zastosowanym modelu badawczym wymagatoby
jednak dodatkowych do$wiadczen, takich jak obserwacja morfologii komoérek, ocena
ilosci komorek barwiacych si¢ jodkiem propidyny z wykorzystaniem mikroskopu

fluorescencyjnego czy wreszcie zastosowania mikroskopu elektronowego (212).
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Wyniki przedstawione w prezentowanej pracy wskazuja rowniez na posredni
efekt oddziatywania analogéw witaminy D na komorki HaCaT, ktorego istotnym
elementem jest zmiana w ekspresji szeregu genow. Doswiadczenia z wykorzystaniem
barwienia komodrek H,DCFDA wykazaty, ze 24 godzinna preinkubacja komorek
HaCaT z 1,25(OH);D; w stezeniu 100 nM jedynie w niewielkim stopniu wzmaga
produkcje reaktywnych form tlenu w komorkach (Wyniki, 5,5, Ryc. 37). Wynik ten
jednak nie byt istotny statystycznie, p=0,07. Dodatkowo za$ efekt ten zanikal, gdy czas
inkubacji komorek z nadtlenkiem wodoru po uprzedniej preinkubacji z 1,25(OH),D;
wydtuzono do 24 godzin (Wyniki, 5,5, Ryc. 38). Uzasadnieniem tej obserwacji moze
by¢ analiza ekspresji katalazy w doswiadczeniach przeprowadzonych w warunkach
analogicznych do doswiadczen z H,DCFDA. Zaobserwowano mianowicie, ze w
przypadku poprzedzenia 24 godzinnej inkubacji komoérek HaCaT z nadtlenkiem wodoru
w stezeniu 1 mM catodobowa inkubacja z 1,25(OH),D3; poziom mRNA CAT byt
istotnie wyzszy (Wyniki, 5.7.1, Ryc. 42). Inni badacze rowniez wskazywali, ze
obecno$¢ egzogennej katalazy zmniejsza fluorescencje, ktora mierzona jest w
doswiadczeniach wykorzystujacych barwienie H,DCFDA (213). Wykazano rowniez, ze
24 godzinna preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(0OH),Ds;, 210HpD badz z
kalcypotriolem w stgzeniu 10 nM powodowata podwyzszenie ekspresji SODI oraz CAT
pod wplywem 24 godzinnej inkubacji komorek z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM
(Wyniki, 5.7.1, Ryc. 40 oraz 42). W przypadku SOD2 obserwowano natomiast
obnizenie ilosci jego mRNA pod wplywem preinkubacji komoérek z 1,25(OH),D; albo
tez z kalcypotriolem w zastosowanym modelu badawczym (p<0,05 dla kalcypotriolu;
wynik nie byl istotny statystycznie dla 1,25(OH),Ds; (Wyniki, 5.7.1, Ryc. 41). Ostatni
przytoczony wynik potwierdza tezg, zgodnie z ktéra preinkubacja komorek HaCaT z
analogami witaminy D nasila stres oksydacyjny wywotywany dzialaniem nadtlenku
wodoru, wskazujac jednoczesnie, ze $mier¢ komorkowa wynika z uszkodzenia
mitochondriéw, co potwierdza obserwacje zwiazane ze zmiang potencjalu blony
mitochondrialnej Ay (Wyniki, 5.4.1, Ryc. 33). Richardson 1 wsp. wykazali z kolei, ze
komorki niosace mutacje SODI cechuje obnizony poziom potencjatu btony
mitochondrialnej Ay (214). Wyniki uzyskane w niniejszej pracy wykazaly, ze w
zastosowanym modelu badawczym preinkubacja komoérek HaCaT z 1,25(OH),Ds,

200HD3, badz z 210HpD powodowata obnizenie potencjalu btony mitochondrialnej
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Ay pod wptywem inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru (Wyniki, 5.4.1, Ryc. 33
oraz Wyniki, 5.4.2, Ryc. 34). Jednocze$nie obserwowano takze podwyzszenie poziomu
mRNA SODI pod wptywem inkubacji komoérek z nadtlenkiem wodoru w komorkach
preinkubowanych z 1,25(OH),Ds;, 210HpD albo tez z kalcypotriolem (Wyniki, 5.7.1,
Ryc. 40). Wydaje si¢ wigc, ze uzyskane w niniejszej pracy wyniki pozostaja w
sprzecznos$ci z wynikami zespotu Richardsona (214). Uzyskane w niniejszej pracy dane
mozna wytlumaczy¢ wlaczeniem w komodrkach mechanizmow kompensacyjnych,
majacych ochroni¢ je przed podwyzszonym poziomem RFT, wynikajacym z
uszkodzenia mitochondriow, na co wskazuja do§wiadczenia wykorzystujace barwienia
H,DCFDA oraz JC-1 (Wyniki, 5.5, 5.4.1, 5.4.2). Na przyktadzie kardiomiocytow
wykazano bowiem, ze rozprzgzenie mitochondriow moze skutkowaé zwigkszona
produkcja RFT (215). Nasilona produkcja RFT nast¢pnie prowadzi¢ moze do

podwyzszenia ekspresji SODI (216), co zaobserwowano takze w niniejszej pracy.

Na zakonczenie warto doda¢, ze inkubacja komoérek HaCaT z nadtlenkiem
wodoru wptywata na poziom mRNA genow zwiazanych z aktywnos$cia 1 metabolizmem
witaminy D. Zaobserwowano mianowicie, ze nadtlenek wodoru w ste¢zeniu 1 mM
powoduje podwyzszenie poziomu mRNA genow CYP24A1, VDR, CYP27BI oraz
PDIA3 w komoérkach HaCaT preinkubowanych z 1,25(OH),Ds; (Wyniki, 5.7.3, Ryec.
48). Obserwacje te sugeruja, ze stres oksydacyjny wplywa zarowno na aktywacje
witaminy D, poprzez zwigkszenie ekspresji CYP27BI1, jak 1 jej aktywno$¢, o czym
$wiadczy podwyzszony poziom mRNA VDR, PDIA3 oraz CYP24Al.

Przedstawiony w niniejszej pracy model badawczy moze by¢ uwazany za
reprezentacyjny fenotyp komoérek o wysokim potencjale proliferacyjnym, ktory jest
typowy dla szeregu patologii skornych, wlaczajac w to tuszczyce oraz nowotwory
pochodzenia naskérkowego. Nalezy zwroci¢ uwage ze w badaniach zastosowano niskie
stezenia analogéw witaminy (do 100 nM), ktore odpowiadaja fizjologicznym stgzeniom
250HD; w surowicy. Obserwowany wptyw witaminy D na wrazliwo$¢ komorek na
dziatanie nadtlenku wodoru oraz cisplatyny uwypukla znaczenie witaminy D w terapii
chorob hiperproliferacyjnych. Wiadomym jest bowiem, ze poziom witaminy D jest
obnizony w tuszczycy (217). Przywrécenie zatem jej wlasciwego poziomu powinno

dodatnio wplyna¢ na skutecznos$¢ terapii. Rowniez w przypadku szeregu nowotworow
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odnotowano obnizony poziom witaminy D (218), dlatego tez wykazane wspotdziatanie

witaminy D z cisplatyna moze znalez¢ praktyczne zastosowanie podczas terapii.

6.4. Podsumowanie i wnioski

W prezentowanej pracy wykazano, ze taczne zastosowanie analogdw witaminy
D z nadtlenkiem wodoru lub z cisplatyna, badz tez zastosowanie preinkubacji z
witaming D, wzmacnia dziatanie tych zwiazkéw, nasilajac $mier¢ komodrkowa,
prawdopodobnie typu nekrotycznego. Wyniki przedstawione w niniejsze] pracy
podkreslaja istotna rolg mitochondriow w uwrazliwianiu komoérek linii HaCaT poprzez
preinkubacje z analogami witaminy D na nastepujace dzialanie reaktywnych form tlenu

(Ryc. 49).

H,0,

Cytoplazma

Witamina D

Mitochondrium

1 SOD1, CAT

1 RFT

Jadro komérkowe

Eksternalizacja k)‘*‘
fosfatydyloseryny & &

\ Smier¢ komorki

(prawdopodobnie typu nekrotycznego)

Ryc. 49. Hipotetyczny mechanizm wzmacniania efektu wywieranego przez nadtlenek

wodoru w komorkach HaCaT przez preinkubacje z witaming D.
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Glowne wnioski:

. Wykazano, ze 1,25(OH),D; zmniejsza odsetek komorek frakcji SubG1 (p<0,05),
hamuje  eksternalizacje  fosfatydyloseryny, podwyzsza potencjal  blony
mitochondrialnej Ay, a takze obniza produkcj¢ RFT w komorkach keratynocytéw
HaCaT (w ostatnm przypadku efekt byt nieistotny statystycznie).

. Laczne zastosowanie analogéw witaminy D, tj. 1,25(OH),D;, 200HD3;, 210HpD,
badZ kalcypotriolu, z nadtlenkiem wodoru lub cisplatyna wzmacnia ich efekt
cytotoksyczny

. Zastosowanie preinkubacji komoérek HaCaT z analogami witaminy D zwigksza
odsetek komorek frakcji SubG1 pod wpltywem dzialania nadtlenku wodoru w
stezeniu 1 mM oraz obniza potencjatl blony mitochondrialnej Ay. Ponadto w
przypadku 1,25(OH),Ds; nasila eksternalizacje fosfatydyloseryny, a takze
podwyzsza produkcje RFT w komodrkach

. Zastosowanie preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(0OH),Ds;, 210HpD, badz =z
kalcypotriolem podwyzsza mRNA SODI oraz CAT, natomiast obniza poziom
mRNA SOD2 w przypadku 1,25(0OH),D; (nie istotny statystycznie) albo
kalcypotriolu.

. Zastosowanie preinkubacji komoérek HaCaT z 1,25(OH),Ds, a nastgpnie inkubacji
komorek z nadtlenkiem wodoru podwyzsza poziom mRNA gendéw zaangazowanych

w metabolizm witaminy D, tj. CYP24A1, VDR, CYP27B1, PDIA3.
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7. STRESZCZENIE

Skéra stanowi dobrze zorganizowana barier¢ chroniaca nasz organizm przed
szkodliwym wplywem srodowiska zewngtrznego. Wiele czynnikow
fizykochemicznych, np. promieniowanie ultrafioletowe, powoduje generowanie

reaktywnych form tlenu (RFT), ktére moga uszkadza¢ komorki naskorka.

Z drugiej strony akumulacja RFT w komorkach moze by¢ wynikiem procesow
fizjologicznych, wynikajacych z tlenowego sposobu oddychania. Brak réwnowagi
pomigdzy wytwarzaniem reaktywnych form tlenu, a ich usuwaniem prowadzi do stresu
oksydacyjnego, a w konsekwencji do uszkodzenia elementéw komorki. Dlatego tez
komorki naskdérka — keratynocyty zaopatrzone sa w mechanizmy obronne przed
toksycznym nagromadzeniem RFT. Co ciekawe, mechanizm dziatania wielu lekow, w
tym lekow przeciwnowotworowych, takich jak cisplatyna, opiera si¢ na produkcji RFT,

ktérych nadmiar efektywnie eliminuje komorki nowotworowe.

W niniejszej pracy badano wplyw witaminy D, jako naturalnej czasteczki
powstajacej w naskérku, na wrazliwo$¢ keratynocytow linii HaCaT na dziatanie
reaktywnych form tlenu, reprezentowanych przez nadtlenek wodoru oraz cisplatyng.
Warto zauwazy¢, ze unie$miertelniona linia keratynocytow HaCaT cechuje si¢
wysokim tempem podziatow komorkowych, a wigc stanowi §wietny model badawczy

hiperproliferacyjnych schorzen skory.

Badania wykonane w trakcie przygotowania prezentowanej rozprawy wskazuja,
ze analogi witaminy D pelnia funkcj¢ ochronng dla komoérek epidermalnych. Wykazano
to na przyktadzie hamowania indukcji apoptozy, ochrony potencjatu btony
mitochondrialnej, a takze obserwujac obnizenie produkcji RFT przez 1,25(0OH),Ds.
Natomiast, preinkubacja keratynocytéw HaCaT z analogami witaminy D uwrazliwia je
na dzialanie RFT. Wskazuja na to wyniki testu proliferacyjnego SRB, a takze
cytometryczna analiza cyklu komorkowego oraz indukcji apoptozy, zmiany potencjatu
btony mitochondrialnej oraz analiza indukcji stresu oksydacyjnego. Nalezy podkreslic,
ze badania przeprowadzono stosujac oprocz aktywnej formy witaminy D (1,25(0OH),D5)
roOwniez jej analogi o obnizonym wplywie na gospodarke wapniowa (200HDj,

210HpD oraz kalcypotriol). Dodatkowo zwiazki te stosowano w stgzeniach
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(10-100 nM dla wigkszosci do§wiadczen) zblizonych do optymalnego stezenia 250HDj3

w surowicy czlowieka (75 — 125 nM).

Uzyskane wyniki wskazuja réwniez na to, ze analogi witaminy D stymuluja
ekspresj¢ gendéw dla enzymow antyoksydacyjnych SODI 1 CAT w warunkach stresu
oksydacyjnego, a hamuja SOD2, co moze wskazywac¢ na istotng rol¢ mitochondriow w
indukcji $mierci komodrek. Natomiast nadtlenek wodoru po preinkubacji komoérek z
analogami witaminy D moduluje geny zwiazane z metabolizmem i aktywnoS$cia

witaminy D.

Podsumowujac, wyniki uzyskane na modelu unie$miertelnionych keratynocytow
HaCaT wykazuja pozywny wptyw analogow witaminy D. Z drugiej strony preinkubacja
keratynocytow HaCaT z analogami witaminy D w stezniu 100 nM, wzmacniata efekt
cytotoksyczny nadtlenku wodoru oraz cisplatyny. Potencjalnie przeciwne efekty
dziatania analogow witaminy D byly zalezne od stezenia oraz diugosci inkubacji z
czynnikiem stresogennym. Ponadto wydaje si¢, ze uzyskane wyniki wskazuja na istotna
rol¢ utrzymywania wlasciwego stgzenia witaminy D w organizmie zar6wno w
profilaktyce, jak i w leczeniu schorzen zwiazanych z hiperproliferacja komorek, takich

jak tuszczyca, czy nowotwory skory.
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ABSTRACT

The skin constitutes a well-organized barrier protecting the body against harmful
effects of the external environment. Many physico-chemical factors, such as ultraviolet
light, result in generation of reactive oxygen species (ROS), which in turn may damage
skin cells.

On the other hand, accumulation of ROS in mammalian cells occurs in
physiological processess connected with aerobic respiration. The imbalance between the
production of reactive oxygen species and their removal leads to oxidative stress and
may lead to the damage of cellular components. Therefore, skin cells - keratinocytes are
equipped with defense mechanisms against toxic accumulation of ROS. Interestingly,
the mechanism of action of many anticancer drugs, such as cisplatin, bases on the
production of ROS, that may eliminate cancer cells.

Present study examined the effects of vitamin D, as a naturally occuring
molecule of the epidermis, on sensitization of HaCaT keratinocytes to reactive oxygen
species, represented by hydrogen peroxide and cisplatin. It is worth to mention, that the
immortalized HaCaT keratinocytes are characterized by a high proliferative potential,

and thus constitute an excellent experimental model of hyperproliferative skin disorders.

It was shown that vitamin D analogs have a protective effect on the epidermal
cells. It was exemplified by inhibition of apoptosis, protection of mitochondrial
membrane potential, as well as reduction of ROS production in the presence of
1,25(OH),Ds. In contrast, preincubation of HaCaT keratinocytes with vitamin D
analogs sensitizes them to ROS. The results of proliferation test, flow cytometry
analysis of cell cycle and induction of apoptosis, as well as mitochondrial membrane
potential changes, finally the analysis of the induction of oxidative stress, strongly
support this hypotesis. It should be emphasized that experiments include not only the
active form of vitamin D (1,25(OH),Ds3), but also its analogs with reduced impact on the
calcium homeostasis (200HDs;, 210HpD and calcipotriol). In addition, these
compounds were used at low concentrations (mainly 10-100 nM), similar to an optimal
concentration of 250HDs in human serum (75-125 nM).
The results presented here also indicate, that under oxidative conditions vitamin D

analogs stimulate the expression of genes encoding antioxidant enzymes, such as SODI
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and CAT and inhibit SOD2, pointing out the vital role of mitochondria in
ROS-induced cell death. On the other hand, after preincubation of cells with vitamin D
analogs, hydrogen peroxide modulates experession of genes related to the metabolism
and activity of vitamin D. In conclusion, results obtained in presented PhD dissertation
underline protective properties of vitamin D analogs. However, preincubation of HaCaT
keratinocytes with vitamin D analogs in 100 nM concentration, enhances the cytotoxic
effect of hydrogen peroxide and cisplatin. Potentially opposing effects of vitamin D
analogs were dependent on concentration and duration of incubation with the stress
factor. Presented results also indicate the importance of maintaining of the proper levels
of vitamin D in human, both in the prevention and treatment of disorders associated

with cell hyperproliferation, such as psoriasis or skin cancer.
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SPIS TABEL

Tabela 1. Status osobniczy witaminy Ds; wyznaczany na podstawie stgzenia jej
gldwnego metabolitu, 250H D3, w surowicy krwi.

Tabela 2. Rekomendowane dawki dziennego spozycia witaminy D.

Tabela 3. Charakterystyka gtownych reaktywnych form tlenu.

Tabela 4. Skiad 1 x stgzonego roztworu do odwrotnej transkrypcji.

Tabela 5. Sekwencje starterow projektowanych w celu powielania fragmentow gendéw
ludzkich zwiazanych z metabolizmem i aktywno$cia witaminy D oraz ze stresem
oksydacyjnym wraz z uwzglednieniem dlugosci fragmentéw oraz temperatura ich
topnienia. VDR — receptor witaminy D, PDIA3 — izomeraza dwusiarczkowa,
CYP27B1 — 1- a-hydroksylaza, CYP3A4 — 25-hydroksylaza,
CYP24A1 — 24-hydroksylaza, SODI i 2 — dysmutaza ponadtlenkowa, CAT — katalaza,
gen kontrolny: RPL37A. (*) dtugos$¢ produktu reakcji PCR w parach zasad.

Tabela 6. Sktad 1 x stezonego roztworu do reakcji PCR w czasie rzeczywistym.

Tabela 7. Najczgsciej stosowany profil czasowo — temperaturowy reakcji PCR w czasie
rzeczywistym.
Tabela 8. Porownanie warto$ci Ecso wyznaczonych dla analogéw witaminy D.

Tabela 9. Poroéwnanie wartosci Ecsy wyznaczonych dla nadtlenku wodoru oraz
nadtlenku wodoru stosowanego jednoczes$nie z analogami witaminy D w stezeniu
10 nM.

Tabela 10. Porownanie warto$ci Ecsyp wyznaczonych dla cisplatyny oraz cisplatyny
stosowanej jednoczesnie z 10 nM kalcytriolem.

SPIS SCHEMATOW

Schematy 1 — 10: Plan doswiadczen.
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SPIS RYCIN

Rycina 1. Schemat produkcji witaminy D3 w skorze z 7 — dehydrocholesterolu pod
wpltywem promieniowania UVB.

Rycina 2. Klasyczna droga aktywacji cholekalcyferolu poprzez nastgpujace po sobie
etapy hydroksylacji, w wyniku ktorych powstaje hormon w peini aktywny biologicznie
—1,25(0OH),Ds, kalcytriol.

Rycina 3. Klasyczny mechanizm dziatania witaminy Ds.

Rycina 4. Glowne efekty wywierane przez biologicznie aktywna form¢ witaminy D3 w
roznych tkankach docelowych.

Rycina 5. Wzory strukturalne analogdw witaminy D: 1,25(OH),D; (A), 200HDs (B),
210HpD (C) oraz kalcypotriolu (D).

Rycina 6. Wzor strukturalny wolnego rodnika DPPH'.

Rycina 7. Porownanie wpltywu 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) i
kalcypotriolu (D) na zywotno$¢ linii komérkowej HaCaT z zastosowaniem testu SRB.
Komorki inkubowano ze zwiazkami w stezeniach od 0,1 pm do 1 uM przez 24 godziny.
Jako kontrolg wykorzystano komorki inkubowane w samej pozywce oraz pozywce z
etanolem w ilo$ci odpowiadajacej zawartosci etanolu w probie o najwyzszym st¢zaniu
analogow witaminy D. Do analizy istotnos$ci statystycznej uzyto test One — Way
ANOVA (GraphPad Prism) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001. Na wykresach pokazano wartosci $rednie z 3 niezaleznych pomiaréw
+ SD, normalizowane wzgl¢gdem kontroli.

Rycina 8. Wptyw nadtlenku wodoru na zywotno$¢ linii komorkowej HaCaT okreslony
z zastosowaniem testu SRB. Komoérki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w
stgzeniach od 0,0256 - 5 mM przez 24 godziny. Jako kontrole wykorzystano komorki
inkubowane w samej pozywce. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test
One — Way ANOVA (GraphPad Prism) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001. Na wykresach pokazano wartosci $rednie z 3 niezaleznych
pomiardéw £ SD, normalizowane wzgledem kontroli.

Rycina 9. Poréwnanie wptywu nadtlenku wodoru lub nadtlenku wodoru podawanego
jednoczes$nie z analogami witaminy D: 1,250H,;D; (A), 200HDs (B), 210HpD (C) 1
kalcypotriolem (D) na zywotnos$¢ linii komérkowej HaCaT z zastosowaniem testu SRB.
Komorki inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniach od 0,0256 —5 mM badz z
analogami witaminy D w stgzeniu 10 nM taczonymi z nadtlenkiem wodoru w
stgzeniach 0,0256 —5 mM przez 24 godziny. Jako kontrole wykorzystano komorki
inkubowane w samej pozywce oraz pozywce z etanolem w ilo$ci odpowiadajacej
zawarto$ci etanolu w probie o najwyzszym stezaniu analogdw witaminy D. W celu W
celu wyeksponowania réznic dla paneli A, B, C i D zastosowano no ten sam wykres
dziatania nadtlenku wodoru. Do analizy istotnos$ci statystycznej uzyto test One — Way
ANOVA (GraphPad Prism) z rozkltadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01;
**%p<0,001. Na wykresach pokazano wartosci $rednie z 3 niezaleznych pomiaréw
+ SD, normalizowane wzgledem kontroli.

Rycina 10. Wptyw cisplatyny na zywotno$¢ linii komoérkowej HaCaT okreslony z
zastosowaniem testu SRB. Komorki poddawano dziataniu cisplatyny w stezeniach od
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0,00384 — 300 uM przez 24 godziny. Jako kontrolg wykorzystano komorki inkubowane
w samej pozywce. Do analizy istotno$ci statystycznej uzyto test One — Way ANOVA
(GraphPad Prism) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na
wykresach pokazano wartos$ci $rednie z 3 niezaleznych pomiaréw + SD, normalizowane
wzgledem kontroli.

Rycina 11. Poréwnanie wptywu cisplatyny lub cisplatyny stosowanej rownoczesnie z
1,250H;D; na zywotno$¢ linii komorkowej HaCaT z zastosowaniem testu SRB.
Komoérki inkubowano z cisplatyna w stezeniach od 0,00384 — 300 uM badz 1,250H,Ds
w stezeniu 10 nM z cisplatyna w stgzeniach 0,00384 — 300 pM przez 24 godziny. Jako
kontrolg wykorzystano komoérki inkubowane w samej pozywce. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto test One — Way ANOVA (GraphPad Prism) z rozkladem
jednos$ladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresach pokazano warto$ci
srednie z 3 niezaleznych pomiaréw + SD normalizowane wzgledem kontroli.

Rycina 12. Reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej cyklu komodrkowego po
barwieniu komorek linii HaCaT jodkiem propidyny. Komoérki poddawano dziataniu
1,25(OH),D3 w stezeniu 100 nM lub H,O, w stezeniu 1 mM przez 24 godziny badz tez
stosowano 24 godzinna preinkubacje z 1,25(OH),D3; w stezeniu 100 nM, po ktorej
komorki poddawano dziataniu H,O, w stezeniu 1 mM.

Rycina 13. Wptyw 1,25(OH),Ds na cykl komérkowy komorek linii HaCaT. Komorki
inkubowano z 1,25(OH),D; w zakresie stgzen 0,1 — 100 nM przez 24 godziny,
nastgpnie zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie.
Wykres przedstawia warto$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD.
Do analizy istotnos$ci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem
jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 14. Wplyw nadtlenku wodoru na cykl komoérkowy komorek linii HaCaT.
Komoérki inkubowano z nadtlenkiem wodoru w zakresie st¢zen 0,1 — 5 mM przez 24
godziny, nastgpnie zbierano 1 po barwieniu jodkiem propidyny analizowano
cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiardw £+ SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft
Excel) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 15. Porownanie wpltywu 1,25(OH),D; w stezeniu 0,1 nM oraz nadtlenku
wodoru na cykl komoérkowy komoérek linii HaCaT. Komorki inkubowano z
1,25(OH),D3; w stezeniu 0,1 nM badz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen
0,1 — 2 mM (kolejno wykresy A, B, C i D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24
godzinna preinkubacje z 1,25(0OH),D; w stezeniu 0,1 nM, a nastepnie komorki
poddawano dziataniu 0,1 — 2 mM nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki
zbierano 1 po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres
przedstawia wartosci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw =+ SD. Do
analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkltadem
jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 16. Porownanie wptywu 1,25(0OH),D; w stezeniu 1 nM i nadtlenku wodoru na
cykl komoérkowy komorek linii HaCaT. Komérki inkubowano z 1,25(OH),D; w
stgzeniu 1 nM badz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 2 mM (kolejno
wykresy A, B, C i D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinna preinkubacj¢ z
1,25(0OH),D3 w stezeniu 1 nM, a nastgpnie komoérki poddawano dziataniu 0,1 — 2 mM
nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem
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propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci $rednie uzyskane
z trzech niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnos$ci statystycznej uzyto test
t Studenta (Microsoft Excel) z rozkltadem jedno$ladowym; *p<0,05; **p<0,01;
*#%p<0,001.

Rycina 17. Poréwnanie wptywu 1,25(0OH),D3; w st¢zeniu 10 nM i nadtlenku wodoru na
cykl komoérkowy komorek linii HaCaT. Komoérki inkubowano z 1,25(0OH),D; w
stezeniu 10 nM badz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 — 2 mM (kolejno
wykresy A, B, C 1 D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng preinkubacj¢ z
1,25(OH),D3 w stezeniu 10 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu 0,1 — 2 mM
nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem
propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia warto$ci $rednie uzyskane
z trzech niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnos$ci statystycznej uzyto test
t Studenta (Microsoft Excel) z rozkltadem jedno$ladowym; *p<0,05; **p<0,01;
*#%p<0,001.

Rycina 18. Porownanie wptywu 1,25(OH),Ds w st¢zeniu 100 nM i nadtlenku wodoru
na cykl komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z 1,25(OH),D; w
stezeniu 100 nM badz z nadtlenkiem wodoru w zakresie stgzen 0,1 — 5 mM (kolejno
wykresy A, B, C 1 D) przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinng preinkubacj¢ z
100 nM 1,25(0OH),Ds w stezeniu 100 nM, a nastepnie komorki poddawano dziataniu
0,1 — 5 mM nadtlenku wodoru przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po
barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartos$ci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem jednos$ladowym:;
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 19. Poréwnanie wplywu nadtlenku wodoru w st¢zeniu ImM 1 analogow
witaminy D w stezeniu 100 nM (1,25(OH),D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) i
kalcypotriol (D)) na cykl komoérkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z
analogami witaminy D w st¢zeniu 100 nM badz z nadtlenkiem wodoru w stezeniu
1 mM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinna preinkubacj¢ z analogami
witaminy D, a nastgpnie komorki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w stezeniu
1 mM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny
analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci $srednie uzyskane z trzech
niezaleznych pomiarow + SD. Do analizy istotnoSci statystycznej uzyto test t Studenta
(Microsoft Excel) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 20. Poréwnanie wptywu 12 uM cisplatyny i analogow witaminy D w stezeniu
100 nM (1,25(0OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy
komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w stgzeniu
100 nM badz z cisplatyna w stezeniu 12 uM przez 24 godziny lub tez stosowano 24
godzinng preinkubacj¢ z analogami witaminy D, a nastgpnie komorki poddawano
dziataniu cisplatyny w stezeniu 12 pM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po
barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartos$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem
jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 21. Poréwnanie wplywu 60 puM cisplatyny i 100 nM zwiazkow witaminy D
(1,25(OH),Ds (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl komorkowy komorek linii
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HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w stgzeniu 100 nM badz z
cisplatyng w stezeniu 60 uM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinnag
preinkubacje z analogami witaminy D, a nast¢pnie komoérki poddawano dziataniu
cisplatyny w stgzeniu 60 pM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po
barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartos$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem
jednos$ladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 22. Poréwnanie wptywu cisplatyny w st¢zeniu 120 pM 1 analogoéw witaminy D
w stezeniu 100 nM (1,25(OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl
komorkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w
stgzeniu 100 nM badZz z cisplatyna w stezeniu 120 pM przez 24 godziny lub tez
stosowano 24 godzinna preinkubacj¢ z analogami witaminy D, a nastgpnie komorki
poddawano dziataniu cisplatyny w stezeniu 120 uM przez kolejne 24 godziny. Komorki
zbierano 1 po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie. Wykres
przedstawia warto$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do
analizy istotno$ci statystycznej zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z
rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 23. Poréwnanie wptywu cisplatyny w stezeniu 60 pM i analogéw witaminy D
w stezeniu 60 pM (1,25(0OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl
komorkowy komorek linit HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w
stgzeniu 100 nM przez 24 godziny badz z cisplatyna w stezeniu 60 uM przez 48 godzin
lub tez stosowano 24 godzinna preinkubacj¢ z analogami witaminy D, a nastgpnie
komorki poddawano dziataniu cisplatyny w st¢zeniu 60 pM przez kolejne 48 godzin.
Komoérki zbierano 1 po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie.
Wykres przedstawia wartosci srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD.
Do analizy istotno$ci statystycznej zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z
rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 24. Poro6wnanie wplywu cisplatyny w st¢zeniu 120 uM i analogéw witaminy D
w stezeniu 100 nM (1,25(OH),D; (A), 210HpD (B), kalcypotriol (C)) na cykl
komoérkowy komorek linii HaCaT. Komorki inkubowano z analogami witaminy D w
stezeniu 100 nM przez 24 godziny badZz z cisplatyna w stgzeniu 120 pM przez 48
godzin lub tez stosowano 24 godzinna preinkubacje z analogami witaminy D, a
nastgpnie komorki poddawano dziataniu cisplatyny w stezeniu przez kolejne 48 godzin.
Komorki zbierano 1 po barwieniu jodkiem propidyny analizowano cytometrycznie.
Wykres przedstawia wartosci srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiarow + SD.
Do analizy istotno$ci statystycznej zastosowano test t Studenta (Microsoft Excel) z
rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 25. Porownanie wplywu nadtlenku wodoru w stezeniu 1mM 1 analogow
witaminy D w stezeniu 100 nM (1,25(0OH),D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) i
kalcypotriol (D); w ostatnim przypadku wynik pochodzi z odrgbnej serii doswiadczen)
na cykl komodrkowy komoérek linii HPEKp. Komoérki inkubowano z analogami
witaminy D w st¢zeniu 100 nM badz z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 1mM przez 24
godziny lub tez stosowano 24 godzinna preinkubacj¢ z analogami witaminy D, a
nastgpnie komodrki poddawano dzialaniu nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez
kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po barwieniu jodkiem propidyny analizowano
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cytometrycznie. Wykres przedstawia wartosci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiarow £+ SD. Do analizy istotnos$ci statystycznej zastosowano test t Studenta
(Microsoft Excel) z rozkladem jednos$ladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 26. Reprezentacyjny wynik analizy cytometrycznej procesu apoptozy przy
pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit [ (BD Pharmingen) w komodrkach
liniit HaCaT. Komorki poddawano dziataniu 1,25(OH),D3; w stezeniu 100 nM lub H,0O,
w stgzeniu 1 mM przez 24 godziny badz tez stosowano 24 godzinng preinkubacjg z
1,25(OH),D3 w stgzeniu 100 nM, po ktérej komorki poddawano dziataniu H,O, w
stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny.

Rycina 27. Porownanie wplywu nadtlenku wodoru oraz 1,25(OH),D; na indukcjg
procesu apoptozy przy pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit I (BD
Pharmingen). Komorki inkubowano z 1,25(0OH),D; w stgzeniu 100 nM badz z
nadtlenkiem wodoru w zakresie stezen 0,1 - 5 mM (kolejno wykresy A, B, C i D) przez
24 godziny lub tez stosowano 24 godzinna preinkubacje z 1,25(0OH),D; w stezeniu
100 nM, a nastgpnie komoérki poddawano dziataniu nadtlenku wodoru w stgzeniach
0,1 — 5 mM przez kolejne 24 godziny. Komodrki zbierano i1 po barwieniu
Anneksyna V/7-AAD analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia warto$ci
srednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw =+ SD. Do analizy istotno$ci
statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem jednosladowym;
*p<0,05; **p<0,01.

Rycina 28. Ocena apoptozy przy pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit
I (BD Pharmingen). Komorki inkubowano z 1,25(0OH),D3; w stezeniu 100 nM badz z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinna
preinkubacje z 1,25(OH),Ds; w stezeniu 100 nM, a nastgpnie komorki poddawano
dziataniu nadtlenku wodoru w st¢zeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Komorki
zbierano 1 po barwieniu Anneksyna V/7-AAD analizowano cytometrycznie. Wykres
przedstawia warto$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do
analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem
jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 29. Ocena apoptozy przy pomocy testu PE Annexin V Apoptosis Detection Kit
I (BD Pharmingen). Komérki inkubowano z 210HpD w stezeniu 100 nM badz z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez 24 godziny lub tez stosowano 24 godzinna
preinkubacje z 210HpD w stgzeniu 100 nM, a nastepnie komodrki poddawano dziataniu
nadtlenku wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Komorki zbierano i po
barwieniu Anneksyna V/7-AAD analizowano cytometrycznie. Wykres przedstawia
wartos$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem jednosladowym,;
*#p<0,01.

Rycina 30. Reprezentacyjny wynik cytometrycznej analizy zmiany potencjalu btony
mitochondrialnej komorek linii HaCaT z wykorzystaniem barwienia JC-1. Komorki
poddawano dziataniu 1,25(OH),Ds w stezeniu 100 nM lub H,O, w stezeniu 1 mM przez
24 godziny badz tez stosowano 24 godzinna preinkubacje z 1,25(OH),D; w stezeniu
100 nM, po ktoérej komoérki poddawano dziataniu H,O, w stgzeniu 1 mM.

Rycina 31. Poréwnanie wptywu preinkubacji z 1,25(OH),D3; w stgzeniu 100 nM na
zmian¢ potencjatu btony mitochondrialnej pod wpltywem inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej i barwienia JC-1.
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Komoérki poddawano dzialaniu 1,25(OH),Ds w st¢zeniu 100 nM przez 24 godziny, a
nastgpnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stezeniu 2 mM przez 5 godzin, po
czym barwiono JC-1, zdjecia wykonywano bez utrwalania komoérek z wykorzystaniem
mikroskopu fluorescencyjnego AxioVert 200. Kontrolg negatywna stanowity komorki
niepoddawane dziataniu 1,25(OH),D; ani tez nadtlenku wodoru, za$ kontrole
pozytywna komorki traktowane CCCP. Mikrofotografie z Panelu A przedstawiaja
nalozenie fluorescencji czerwonej i zielonej, za§ panel B roéznicg fluorescencji
czerwonej 1 zielonej. W ostatnim panelu brak widocznej fluorescencji mimo obecnosci
komorek (1,25(0OH),D;3 +, H,O,+). Powigkszenie 200x.

Rycina 32. Ocena wptywu 1,25(OH),D3; na zmiang potencjatu btony mitochondrialnej z
wykorzystaniem analizy cytometrycznej 1 barwienia JC-1. Komodrki poddawano
dziataniu 1,25(0OH),D; w stezeniu 100 nM przez 0,5 — 24 godziny, po czym barwiono
JC-1 1 analizowano cytometrycznie. Kontrol¢ negatywna stanowily komorki
niepoddawane dziataniu kalcytriolu, za§ kontrole pozytywna komorki traktowane
CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres
przedstawia warto$ci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych pomiaréw =+ SD. Do
analizy istotno$ci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem
jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.

Rycina 33. Pordwnanie wplywu preinkubacji z 1,25(OH),D3; w stezeniu 100 nM na
zmiang potencjatu btony mitochondrialnej pod wpltywem inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i barwienia JC-1.
Komoérki poddawano dziataniu 1,25(0OH),D3; w stezeniu 100 nM przez 24 godziny, a
nastgpnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w stgzeniach 1 — 5 mM przez 1 1 3
godziny, po czym barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie. Kontrole negatywna
stanowity komorki niepoddawane dziataniu 1,25(OH),D;, za$ kontrol¢ pozytywna
komorki traktowane CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek fluorescencji czerwone;j
do zielonej. Wykres przedstawia wartosci $rednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiardw £ SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft
Excel) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.

Rycina 34. Poréwnanie wplywu preinkubacji z analogami witaminy D w stezeniu 100
nM na zmiang potencjalu btony mitochondrialnej pod wplywem inkubacji komorek z
nadtlenkiem wodoru z wykorzystaniem analizy cytometrycznej 1 barwienia JC-1.
Komorki poddawano dziataniu 200HD3 (A), 210HpD (B) lub kalcypotriolu (C) w
stgzeniu 100 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w
stezeniu 1 mM przez 3 godziny, po czym barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie.
Kontrolg negatywna stanowity komorki niepoddawane dziataniu analogéw witaminy D,
za$ kontrolg¢ pozytywna komorki traktowane CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek
fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres przedstawia warto$ci §rednie uzyskane z
trzech niezaleznych pomiaréw + SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t
Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jedno§ladowym; *p<0,05; **p<0,01.

Rycina 35. Ocena wptywu 1,25(OH),Ds na zmiang potencjalu blony mitochondrialnej
pod wplywem dziatania cisplatyny z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i
barwienia JC-1. Komorki poddawano dziataniu 1,25(OH),D3 w stezeniu 100 nM przez
24 godziny, a nastgpnie inkubowano z cisplatyna w stezeniach 2,4 - 12 uM przez 3
godziny, po czym barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie. Kontrol¢ negatywna
stanowity komorki niepoddawane dzialaniu kalcytriolu, za$ kontrole pozytywna
komorki traktowane CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek fluorescencji czerwonej
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do zielonej. Wykres przedstawia wartos$ci Srednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiardw = SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test t Studenta (Microsoft
Excel) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.

Rycina 36. Porownanie wplywu preinkubacji komoérek HaCaT z analogami witaminy D
w stgzeniu 100 nM na zmiang potencjalu blony mitochondrialnej pod wptywem
inkubacji z cisplatyna z wykorzystaniem analizy cytometrycznej i1 barwienia JC-1.
Komorki poddawano dziataniu 200HD3 (A), 210HpD (B) lub kalcypotriolu (C) w
stgzeniu 100 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubowano z cisplatyna w stezeniu
120 uM przez 3 godziny, po czym barwiono JC-1 i analizowano cytometrycznie.
Kontrolg negatywna stanowity komorki niepoddawane dziataniu analogow witaminy D,
za$ kontrolg pozytywna komorki traktowane CCCP. Dane przedstawiono jako stosunek
fluorescencji czerwonej do zielonej. Wykres przedstawia warto$ci $rednie uzyskane z
trzech niezaleznych pomiaréw # SD. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto test
t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05; **p<0,01.

Rycina 37. Wptyw preinkubacji z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM na powstawanie
reaktywnych form tlenu w komoérkach HaCaT pod wptywem inkubacji komoérek z
nadtlenkiem wodoru. Komorki poddawano dziataniu 1,25(OH),D; w stgzeniu 100 nM
przez 24 godziny, a nastgpnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 1 mM
przez 1 godzing, po czym barwiono H,DCFDA i analizowano cytometrycznie.
Kontrolg stanowity komoérki niepoddawane dziataniu 1,25(OH),D; ani tez nadtlenku
wodoru. Wykres przedstawia wartosci S$rednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiarow + SD normalizowane wzglgdem kontroli. Do analizy istotnosci statystyczne;j
uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozkladem jednosladowym; *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.

Rycina 38. Wptyw preinkubacji z 1,25(OH),D; w stezeniu 100 nM na powstawanie
reaktywnych form tlenu w komodrkach HaCaT pod wplywem inkubacji komorek
nadtlenkiem wodoru. Komoérki poddawano dziataniu 1,25(OH),D3; w stezeniu 100 nM
przez 24 godziny, a nastgpnie inkubowano z nadtlenkiem wodoru w st¢zeniu 1 mM
przez 24 godziny, po czym barwiono H,DCFDA i analizowano cytometrycznie.
Kontrolg stanowity komoérki niepoddawane dziataniu 1,25(OH),D; ani tez nadtlenku
wodoru. Wykres przedstawia warto$ci S$rednie uzyskane z trzech niezaleznych
pomiaréw £ SD normalizowane wzgledem kontroli. Do analizy istotnosci statystycznej
uzyto test t Studenta (Microsoft Excel) z rozktadem jednosladowym; *p<0,05.

Rycina 39. Ocena zdolnosci prekursora witaminy D (A) oraz analogéw witaminy D
(1,25(OH),Ds (B), 200HD; (C), 210HpD (D), kalcypotriol (E)) do zmiatania wolnego
rodnika DPPH'. Zwiazki rozcienczano seryjnie w 96% etanolu i1 inkubowano z
roztworem DPPH" w stezeniu 50 uM. Mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali 517 nm.
Etanolowy roztwor BHT zastosowano jako kontrolg o  wlasciwos$ciach
antyoksydacyjnych.

Rycina 40. Porownanie poziomu mRNA genu SOD1 w linii komérkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stgzeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema prébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach = SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
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w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjeto jako 1, a nastgpnie obliczono krotnos¢ dla poszczegdlnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 41. Poréwnanie poziomu mRNA genu SOD2 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stgzeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotno$ci
statystycznej uzyto testu t z rozkltadem jednosladowym z dwiema prébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci $rednie
zmiany poziomu mRNA w badanych probach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjeto jako 1, a nastgpnie obliczono krotnos¢ dla poszczegodlnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 42. Porownanie poziomu mRNA genu CAT w linii komérkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotno$ci
statystycznej uzyto testu t z rozkltadem jednosladowym z dwiema prébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartoéci $rednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach = SD dla trzech niezaleznych pomiardw,
w odniesieniu do ilo§ci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjeto jako 1, a nastgpnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 43. Porownanie poziomu mRNA genu VDR w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stezeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotno$ci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema prébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci $rednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
w odniesieniu do ilo§ci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjeto jako 1, a nastgpnie obliczono krotnos¢ dla poszczegolnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 44. Poréwnanie poziomu mRNA genu CYP3A4 w linii komérkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) Ilub
kalcypotriolem (D) w stgzeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozkladem jednosladowym z dwiema probami o réwnej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjeto jako 1, a nastgpnie obliczono krotno$¢ dla poszczegdlnych
punktow doswiadczalnych

.Rycina 45. Poréwnanie poziomu mRNA genu CYP27B1 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stgzeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
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statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema proébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjg¢to jako 1, a nastgpnie obliczono krotno§¢ dla poszczegélnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 46. Poréwnanie poziomu mRNA genu CYP24A1 w linii komorkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stgzeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stezeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema prébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjg¢to jako 1, a nastgpnie obliczono krotno$¢ dla poszczegdlnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 47. Poréwnanie poziomu mRNA genu PDIA3 w linii komoérkowej HaCaT
poddawanej preinkubacji z 1,250H,;D; (A), 200HD; (B), 210HpD (C) lub
kalcypotriolem (D) w stgzeniu 10 nM przez 24 godziny, a nastgpnie inkubacji z
nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM przez kolejne 24 godziny. Do analizy istotnosci
statystycznej uzyto testu t z rozktadem jednosladowym z dwiema prébami o rownej
wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie pokazano wartosci Srednie
zmiany poziomu mRNA w badanych prébach + SD dla trzech niezaleznych pomiarow,
w odniesieniu do ilosci mRNA genu kontrolnego RPL37A. Wzgledny poziom mRNA
dla kontroli przyjg¢to jako 1, a nastgpnie obliczono krotno$¢ dla poszczegdlnych
punktow doswiadczalnych.

Rycina 48. Porownanie poziomu mRNA genow CYP24Al1 (A), VDR (B), CYP27BI
(C) oraz PDIA3 (D) w linii komoérkowej HaCaT. Komorki inkubowano z 1,250H;D; w
stezeniu 10 nM przez 48 godzin, badz z nadtlenkiem wodoru w stgzeniu 1 mM przez 24
godziny albo tez po uptywie 24 godzinnej inkubacji z 1,250H;D; w stezeniu 10 nM do
pozywki dodawano nadtlenek wodoru w stezeniu 1 mM i inkubowano przez 24
godziny. Do analizy istotnosci statystycznej uzyto testu t z rozkladem jednosladowym z
dwiema préobami o réwnej wariancji; *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001. Na wykresie
pokazano wartosci Srednie zmiany poziomu mRNA w badanych proébach = SD dla
dwoéch niezaleznych pomiaréw, w odniesieniu do iloSci mRNA genu kontrolnego
RPL37A. Wzgledny poziom mRNA dla kontroli przyj¢to jako 1, a nastgpnie obliczono
krotnos¢ dla poszczegodlnych punktow do§wiadczalnych.

Rycina 49. Hipotetyczny mechanizm wzmacniania efektu wywieranego przez
nadtlenek wodoru w komdérkach HaCaT przez preinkubacj¢ z witamina D.
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