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Ferroptoza, imie tak $miafe,
Smier¢ wykuta w u$cisku zelaza,
Tak cicho, a jednak tak szybko i pewnie,

Sposob na zakoriczenie uroku komorki.

Szelest potegi metalu,
Powolna, ale stata utrata Swiatfa,
Iskra zgasta, nigdy nie widziana,

Spokojna $mierc, nie tak obsceniczna.

Zelazo uchwycone cichymi pazurami,
Los, ktéry tworzy bez aplauzu,
Smieré tak potezna, Ze nikt nie moze oszukac,

Ciemnosc, ktorej nikt nie moze pokonac.

A jednak w tym Zelaznym panowaniu
Tam lezy piekno, tak tajemnicze,
Smieré, ktéra uwalnia ducha,

Zamkniecie poszukiwane przez wiecznosc.

Wiec stuchaj teraz, do tego nieznanego losu,
Bo ferroptoza to zycie stracone,

Ostateczne wyjscie - cho¢ wydaje sie okrutne,
Uwolnienie ze Swiata marzen.
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Wykaz niektérych skréotéow

AWm - transbtonowy potencjat mitochondrialny;
ATP - Adenozyno-5'-trifosforan;
APS — nadsiarczan amonu;

Cas9 - biatko zwigzane z CRISPR 9 (ang. CRISPR associated protein 9);

CRISPR — zgrupowane regularnie rozmieszczone krotkie powtorzenia

palindromiczne (ang. clustered regularly interspaced short palindromic repeats);

CrRNA — transaktywujgcy RNA Crisp (tracrRNA) (ang. trans-activating crispr
RNA (tracrRNA)

DSB - pekniecia dwuniciowe (ang. doublestranded breaks);
GPX — peroksydaza glutationowa,;

GSH - glutation;

GSR - reduktaza glutationowa;

GSSG - disulfid glutationu;

HCT116 — komorki raka okreznicy (ang. colorectal colon cancer);

HNH - domena endonukleazy nazwana od charakterystycznych reszt histydyny i

asparaginy;
LPS - lipopolisacharyd;

MTT - 1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan, bromku 3-[4,5-
dimetylotiazolo-2-ilo]-2,5-difenylotetrazolu (MTT)

NADPH - zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego;
NADP+ — ester fosforanowy dinukleotydu;

NEM - N-etylomaleimid (ang. N-ethylmaleimide);
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NO — tlenek azotu;

NOS - syntaza tlenku azotu (ang. nitic oxide synthase);

NOX — oksydazy NADPH,;

NOXOL1 - organizator 1 oksydazy NADPH (ang. NADPH oxidase organizer 1);
NRF2 - jgdrowy czynnik erytroidalny 2 (ang. nuclear factor erythroid 2);

OXPHOS — mitochondrialny system fosforylacji oksydacyjnej (ang. mitochondrial
oxidative phosphorylation system);

O, - anionorodnik ponadtlenkowy;

PAM — motyw sgsiadujgcy z sewencjg rozdzielajgca, protoprzerywnikiem (ang.

protospacer adjacent motif);

PBS - roztwor soli fizjologiczne;j;

PCR - reakcja tancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction);
RCD - regulowana $mier¢ komérkowa (ang. regulated cell death);

RFA — reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species, RNS);
RFT — reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS);
RPM, r.p.m. — obroty na minute (ang. rotate per minute);

RuvC - rezolwaza, ktora rozszczepia ztgcze Hollidaya;

SDS - siarczan dodecylu sodu;

sgRNA - pojedynczoniciowy wiodgcy RNA (ang. single-guide RNA);

TEMED - N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina.
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Streszczenie w jezyku polskim

Regulowana smier¢ komérki (ang. regulated cell death, RCD), odgrywa
znaczacg role w homeostazie organizmu, zaréwno w stanach fizjologicznych, jak
| patologicznych. Nadmierna lub niewystarczajgjca RCD moze powodowaé
choroby, takie jak neurodegeneracyjne czy nowotworowe. Smieré komérek jest
procesem wymaganym w przebiegu wielu proceséw fizjologicznych, w tym
podczas embriogenezy, rozwoju uktadu odpornosciowego i niszczeniu
uszkodzonych komérek. Regulowana smier¢ komorkowa moze przybraé rozne
formy, np. apoptozy, nekroptozy lub ferroptozy. Zrozumienie i poznanie sciezek
Smierci, jak réwniez ich regulacji jest wazne zaréwno z punktu naukowego, jak
I medycznego do zastosowan leczniczych.

Zagadnienia przedstawione w rozprawie doktorskiej koncentrujg sie na
badaniu przebiegu ferroptozy w réznych liniach komérkowych in vitro, a takze
procesach zwigzanych z regulacjg programowanej i nieprogramowanej smierci
komorkowej. Do tej pory w ramach podjetych prac badano wptyw réznych
czynnikdw, ktoére odpowiadajg za indukcje lub inhibicje $ciezek $mierci
w komdrkach. W literaturze mozna znalez¢ opisane przypadki hamowania lub
indukcji $mierci, poprzez dodanie specyficznych zwigzkéw, tzw. regulatorow
(induktoréw lub inhibitoréw $ciezek sygnatowych). W zatozeniach mozna
sprawdzac¢ zaleznosci réznych czynnikéw, chemicznych i fizycznych, takich jak
promieniowanie UV czy jonizujgce, IR (ang. ionizing radiation), w kombinacjach
regulator-regulator; regulator-UV; regulator-IR, i okre$la¢ ich wptyw na wybrang
Sciezke Smierci, a takze zaobserwowac skutki i efekty uboczne w komodrkach
sgsiadujgcych (ang. bystander effect). Celem podjetych prac byto
scharakteryzowanie réoznych sciezek smierci komérkowych oraz préba
stworzenia systemu decyzyjnego regulacji ich indukcji/wyciszenia. Komorki
wykazywa¢ mogg rézng wrazliwos¢ na dany rodzaj smierci, jedne mogg byc¢
bardziej wrazliwe, a drugie oporne. Zaleznos¢ ta ma kluczowe znaczenie
w leczeniu nowotworow. Sposréd badanych linii, dwie z nich wykazaty opornosé
na indukcje $mierci, co potwierdzone zostato zaréwno profilem ekspresiji
markerow molekularnych, poziomem oksydaciji lipidow, analizg baz danych, jak
i literaturowo. Komoérki prawidtowe keratynocytow, HaCaT sg oporne na indukcje
ferroptozy, podobnie jak przewlekta biataczka, K562. Natomiast z komdrek
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nowotworowych najwiekszg wrazliwoscig na ferroptoze wykazaty sie komorki

czerniaka z guza pierwotnego, 1205Lu.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Regulated Cell Death (RCD) plays a significant role in the homeostasis of the
organism, both in physiological and pathological states. Excessive or insufficient
RCD can lead to diseases such as neurodegenerative or cancerous conditions.
Cell death is a necessary process in many physiological processes, including
embryogenesis, immune system development, and the elimination of damaged
cells. Regulated cell death can take on various forms, such as apoptosis,
necroptosis, or ferroptosis. Understanding and knowledge of these death
pathways, as well as their regulation, is important for both scientific and medical

applications.

The issues presented in the doctoral dissertation focus on the study of
ferroptosis progression in different in vitro cell lines, as well as processes related
to the regulation of programmed and non-programmed cell death. So far, the
work has examined the impact of various factors that induce or inhibit death
pathways in cells. The literature describes cases of inhibiting or inducing cell
death by adding specific compounds, called regulators (inducers or inhibitors of
signaling pathways). The assumptions allow for testing the relationships between
various factors, both chemical and physical, such as UV or ionizing radiation (IR),
in combinations of regulator-regulator; regulator-UV; regulator-IR, to determine
their influence on a selected death pathway, as well as to observe the effects and
side effects on neighboring cells (bystander effect). The aim of the conducted
work was to characterize different cell death pathways and attempt to
create a decision-making system for regulating their
induction/suppression. Cells can exhibit different sensitivity to a specific type of
death, with some being more sensitive and others more resistant. This
dependency is crucial in cancer treatment. Among the tested cell lines, two have
shown resistance to death induction, which was confirmed by the expression
profile of molecular markers, lipid oxidation levels, database analysis, and
literature. Normal keratinocyte cells, HaCaT, are resistant to ferroptosis induction,
as well as chronic myeloid leukemia cells, K562. However, melanoma cells from

the primary tumor, 1205Lu, showed the highest sensitivity to ferroptosis.
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1. Wprowadzenie

Komérki sg narazone na nieodwracalne zaburzenia w mikrosrodowisku
zarowno zewnatrz-, jak i wewnatrzkomérkowym, co moze spowodowac
aktywacje jednej z wielu kaskad transdukcji sygnatéw prowadzgcych do ich
Smierci [1,2]. W odpowiedzi na rozne formy stresu, w szczegolnosci stres
oksydacyjny, smier¢ komérki moze przybierac¢ rézne formy. Regulowana $mierc
komoérki (RCD) odgrywa wazng role w homeostazie organizmu, zaréwno
w stanach fizjologicznych, jak i patologicznych. Brak kontroli nad regulacjg
pojedynczych lub mieszanych rodzajéw $mierci komérek moze powodowac
choroby, takie jak  nowotwory, neurodegeneracje  czy  choroby
autoimmunologiczne [3-5]. Regulowana smier¢ komérki moze przybierac rézne

formy, w tym apoptozy, nekroptozy lub ferroptozy [6].

1.1 Potencjat redoks

Zdrowie kazdego cztowieka zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od
rownowagi wskaznika redoks, czyli utrzymania podobnego poziomu pomiedzy
procesami utleniania (oksydaciji) oraz redukcji (antyoksydacji). Kazda z komorek
charakteryzuje sie Scisle okreslonym stezeniem elektronéw, tzw. stanem redoks,
ktéry znajdujg sie w réznych kompartmentach komoérki. Wewnagtrzkomorkowy
potencjat redoks wptywa na funkcje komérkowe, a jego rozregulowanie wigze sie
z procesami chorobowymi [7-9]. Stan redoks w warunkach fizjologicznych
utrzymywany jest w wagskim zakresie, natomiast przy patologicznych warunkach
stan redoks moze ulec zmianie na wyzsze lub nizsze wartosci.

W biologii wyrdznia sie trzy systemy redoks, opierajgce sie na matych
molekutach, kofaktorach redoks oraz tancuchach bocznych biatek. Sulfhydrolowa

grupa cysteiny fatwo ulega utlenieniu, tworzgc cystyne.

—2H+
2R—SH—R—-S—-S-—R

Wzajemna przemiana wystepuje w kilku biatkach redoks, m.in. w oksydazie
ksantynowej czy tioredoksynie. Réznorodne mate czgsteczki, organiczne, jak
i nieorganiczne, mogg dziataé w ukfadach biologicznych, jako czynnik redoks.
Dinukleotyd nikotynamidoadeninowy (NAD) oraz fosforan dinukleotydu
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nikotynamidoadeninowego (NADP) biorg udziat w wielu r6znych biologicznych
reakcjach redoks [10-12].

Sygnalizacja redoks jest procesem regulacyjnym i rozpoczyna sie od
zakiécenia homeostazy redoks, co moze nastgpic w wyniku wzrost iloSci
reaktywnych form tlenu w komorce, RFT (ang. reactive oxygen species, ROS),
albo poprzez spadek aktywnosci uktadéw antyoksydacyjnych. Fizjologiczna
regulacja redoks polega na regulowanym wzro$cie ilosci wolnych rodnikow
zaréwno RFT, jak ireaktywnych formy azotu, RFA (ang. reactive nitrogen
speaces, RNS), prowadzgc do tymczasowego zaburzenia rownowagi, anastepnie
do jej wyrownania. Wybiorcze utlenianie, redukcja, jak réwniez modyfikacje
chemiczne tioli czujnikowych prowadzg do zmiany aktywnosci biatka i transdukciji
sygnatu w wyniku fluktuacji redoks. Tiole biatkowe sg wysoko wrazliwe na
nadtlenek wodoru czy tlenek azotu, przez co czesto stosowane sg, jako czujniki
H20O; in vivo [9,13-15].

1.2 Wolne rodniki

Wystepowanie w materiatach biologicznych wolnych rodnikéw odkryto po raz
pierwszy okoto 70 lat temu (ok. 1954) [13,16]. Wolne rodniki zdefiniowa¢ mozna,
jako fragmenty czgsteczek lub czgsteczki zawierajgce, co najmniej jeden
niesparowany elektron. Wiele z nich jest wysoce reaktywnych i energetycznie
niestabilnych, zachowujgc sie jak reduktory lub utleniacze, poniewaz mogg

zaréwno przyjgc elektron, jak i odda¢ go innym czgsteczkom [9,17,18].

Gtownymi zrédtami wolnych rodnikdw sg zrodia zewnetrzne, np. skfadniki
dymu tytoniowego, promieniowanie UV, ozon, promieniowanie rentgenowskie czy
zanieczyszczenia powietrza; mogg réwniez pochodzic z naturalnych
podstawowych przemian metabolicznych ireakcji biochemicznych [9,18].
Produkcja rodnikow zachodzi w wyniku jednoelektronowej redukcji czgsteczek
tlenu; w komorce ok. 1-2 % tlenu nie przeksztatca sie w wode, a w reaktywne

formy tlenu, ktére w celu neutralizacji muszg otrzymac elektron [7,8,13,19].
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1.2.1 Reaktywne formy tlenu (RFT)
Rodniki, ktére pochodzg 2z tlenu prezentujg najwazniejszg klase

generowanych w zywych systemach rodnikébw. Reaktywne formy tlenu to
rodnikowe lub nierodnikowe formy tlenu, ktérych cechg charakterystyczng jest
bardzo wysoka reaktywnos¢. Za ich produkcje w komoérce (zrédto endogenne)
odpowiadajg  gtébwnie  mitochondria, btona  plazmatyczna, retikulum
endoplazmatyczne czy peroksysomy [9,17,20,21]. Jednym z waznych wytworcow
wewngtrzkomdrkowych utleniaczy jest rodzina enzymdéw zwigzanych z btona,
aich aktywnos¢ oparta jest na redukcji estru fosforanowego dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego do NADPH. Oprdcz tych dwoéch zrdédet produkcii
RFT komorka posiada dodatkowe zrodia, ktore obejmujg wiele innych enzymow
wewnatrzkomérkowych, w tym oksydaz ksantynowych, cyklooksygenaz,
enzymow cytochromu p450 czy lipooksygenaz, ktére to wytwarzajg utleniacze
w ramach naturalnej enzymatycznej funkcji. RFT mogg réwniez wytwarzaé sie na
skutek bodzcédw egzogennych, takich jak promieniowanie jonizujgce,
ultrafioletowe (UV), dym tytoniowy infekcje patogenami czy toksyny
srodowiskowe [21]. W zdrowej komérce RFT uczestniczg w procesach, m. in.
usuwania lekdédw z organizmu, wydzielania hormondéw, czy w podstawowym
funkcjonowaniu systemu obronnego. Sam tlen czgsteczkowy (ditlen) juz ma
unikalng konfiguracje elektronowg i réwniez jest rodnikiem. Addycja do niego
kolejnego elektronu powoduje tworzenie anionorodnika ponadtlenkowego (O3")
[13,18,22]. Powszechnie uwazane jest, ze samorzutnej dysmutacji do nadtlenku
wodoru (H203) ulega on w celach sygnalizacyjnych (Rys.1). Kanaty akwaporyny,
biatka btony komorkowej, powodujg przedostanie sie nadtlenku wodoru

z powrotem, lub z zewnetrznych, nie endogennych zroédet, do wnetrza komorki

[7].

Zbyt duza ilos¢ RFT w komdrce moze spowodowac uszkodzenia jej struktur
i doprowadzi¢ do zaburzen procesow, tym samym doprowadzajgc do zakiécenia
prawidtiowej fizjologii komorki. Brak wystepowania réwnowagi pomiedzy
wytwarzaniem RFT, a obrong antyoksydacyjng, jest zwigzany z patogenezag
réznych choréb, m.in. nowotworow, astmy czy nadcisnienia ptucnego.
Homeostaza moze zostaC zaburzona w obecnosci warunkéw hiperoksiji,

wystepowania stanu zapalnego, niedokrwienia czy w przypadku uposledzenia,
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lub uszkodzenia tarczy antyoksydacyjnej. RFT mogg bezposrednio powodowaé

uszkodzenia lipidow, biatek czy kwaséw nukleinowych, prowadzgc do Smierci

komorki [23-25].
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1.2.1.1Anionorodnik ponadtlenkowy
Anionorodnik ponadtlenkowy nalezy do grupy reaktywnych czgsteczek RFT,

produkowany jest gtdwnie przez mitochondria i powstaje w wyniku proceséw
metabolicznych. Mitochondrialny fancuch transportu elektronéw to gtéwne zrédto
ATP w komoérkach eukariontéw, czgsteczki niezbednej do prowadzenia proceséw
zyciowych. Bfony mitochondrialne, na ktorych zlokalizowane sg elementy
tancucha transportu elektronowego nie sg w petni szczelne i podczas transdukciji
elektronow ich czes¢ przedostaje sie do cytozolu, powodujgc tzw. przeciek
elektronowy. Jest to zrodtem komorkowych RFT, w gtdwnej mierze tworzacych
sie natychmiast nadtlenkow [7,9,13,26]. Na drodze oksydacji anionorodnik
ponadtlenkowy moze przeksztatci¢ sie w silniejsze reaktywne formy tlenu. Jest
on sftabo reaktywny, a jego dziatanie utleniajgce jest redukowane przez
dysmutaze ponadtlenkowg (SOD), ktéra katalizuje przeksztatcanie anionorodnika
do H;0,. Pemni on wazne role w komérce, jako czgsteczka sygnatowa,
zwiekszajgc produkcje interleukiny 2, czyli czynnika wzrostu limfocytow T,
a poprzez oksydazy NADPH neutralizuje ro6znego rodzaju patogeny w fagocytach
[9,13,19,20].

1.2.1.2 Nadtlenek wodoru
Gtownym zrédtem nadtlenku wodoru (H,O,) w warunkach fizjologicznych

w kmorkach sg peroksysomy. Uczestniczg one w kilku procesach metabolicznych
wykorzystujgcych tlen i sg gldwnym miejscem zuzycia tlenu [9,17,18]. Nadtlenek
wodoru jest silnym utleniaczem, generowanym celowo, jako produkt uboczny
przy tworzeniu anionorodnika ponadtlenkowego, w innych procesach
metabolicznych lub jako jeden z produktéw oddychania mitochondrialnego.
Komorki wyposazone sg w wiele enzyméw redukujgcych nadtlenek wodoru,
wtym  peroksyredoksyne, peroksydaze  glutationowg czy  katalaze,
odpowiadajgce za utrzymanie homeostazy wewnatrzkomoérkowej. Nadtlenek

wodoru bezposrednio reaguje z tiolami [13,17,18,27].
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1.2.2 Reaktywne formy azotu
Reaktywne formy azotu (RFA), zwigzki pochodzace z tlenku azotu (NO), sg

to zwigzki zawierajgce azot o niesparowanych elektronach i charakteryzujg sie
duzg reaktywnoscig. Do tej grupy zaliczane sg m. in. kation i anion nitrozylowy,
tlenek azotu, dwutlenek azotu, kation nitrylowy i nadtleonoazotyn. Powstajg one
w wyniku reakcji wolnych rodnikow z NO. Stres nitrozylowy jest odpowiedzialny
za ich nadprodukcje i moze prowadzi¢ do nieodwracalnych, i trwatych zmian
w komorce [28-30].

1.2.2.1 Tlenek azotu
Tlenek azotu (ang. nitric oxide, NO), to czasteczka regulatorowa procesow

komorkowych, biorgca udziat w sygnalizacji redoks powodujgc np. nitrozylacje
biatek. NO jest trujgcym, bezbarwnym i wysoce reaktywnym gazem.
Produkowany jest zaréwno endogennie przez komorki, jak i wydzielany jest
egzogennie. Za jego produkcje endogennie odpowiedzialne sg syntazy tlenku
azotu (ang. nitric oxide synthase, NOS) i powstaje na drodze utleniania L-
argininy. Zrédtem egzogennym sg palniki, zanieczyszczenia w powietrzu oraz
smog z ruchu ulicznego (zanieczyszczenia pochodzgce z ruchu drogowego czy

z procesoéw technologicznych w przemysle) [28,31,32].

1.3 Antyoksydanty

Antyoksydanty, zwigzki hamujgce utlenienie czgsteczek oraz reakcji
chemicznych w wyniku, ktérych mogg wytwarzac sie wolne rodniki powodujgce
uszkodzenia komorki. Zwigzki te powodujg przeksztatcanie rodnikow
w nieaktywne pochodne. W celu zréwnowazenia stresu oksydacyjnego
i utrzymania optymalnego poziomu redoks komorki posiadajg i wytwarzajg
przeciwutleniacze, takie jak biatka: glutation czy tioredoskyna. Egzogennie
podawane sg antyoksydanty w suplementach diety, powszechnie uwaza sie, ze
zapobiegajg one chorobom, np. niedokrwiennej serca czy nowotworom
[9,22,33,34].
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Egzogenne antyoksydanty, dostarczane z pokarmem, neutralizujg wolne rodnik.

Zaliczamy do nich takie substancje jak:

e Karotenoidy (m.in. B-karoten, luteina, astaksantyna czy likopen) - gltéwnym ich
zrédtem sg owoce i warzywa, a takze mikroalgi i makroglony. Rozpuszczalne
w tluszczach, chronig nienasycone kwasy ttuszczowe przed utlenieniem,
obnizajg poziom cholesterolu. Aktywno$¢ antyoksydacyjna powoduje
regulacje stresu oksydacyjnego (poprzez stabilizacje btony komérkowej) oraz
mediatory zapalne, powodujgc ochrone przed zespotami metabolicznymi,
nowotworami, chorobami neurodegeneracyjnymi czy fotooksydacyjnymi
chorobami oczu i skory.

e Witamina C - najbardziej znany antyoksydant, wymagany do syntezy
kolagenu i biosyntezy, niektorych hormondw, rozpuszczalny w wodzie. Do
skutecznego dziatania, jako przeciwutleniacz musi by¢é utrzymany wysoki
poziom tej witaminy.

e Witamina E — chroni przed peroksydacjg lipidoéw, zabezpiecza DNA przed
uszkodzeniami powstatymi w wyniku utlenienia.

e Flawonoidy - wystepujg w zielonej i czarnej herbacie, ich biologiczne dziatanie
polega na hamowaniu utlenienia oraz zwiekszajg zawartos¢ tzw. ,dobrego”
cholesterolu [33-37].

Przeciwutleniacze produkowane mogg by¢ przez organizm (endogenne),
a ich zadaniem jest przeciwdziatanie wolnym rodnikom oraz indukcja procesow
redukcji. Do gtéwnych antyoksydantow tworzgcych tarcze przeciwutleniajgcy,
nalezg m. in. glutation czy thioredoksyna, peroksydaza glutationowa, czy biatko
supresorowe ferroptozy (FSP1) [38,39].

1.3.1 Glutation
Synteza glutationu (GSH) zalezna jest od ligazy glutaminowej (GCL)

i syntetazy glutationowej (GSS); zalezna jest réwniez od cystyny, ktora
transportowana jest do komérki wymiennie z glutaminianem poprzez antyporter
glutaminianu/cystyny Xc [40]. Glutation jest tripeptydem (cysteina, glicyna i kwas

glutaminowy), nalezgcym do najwazniejszych przeciwutleniaczy, bierze on udziat
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w procesie S-glutationylaciji w wyniku, czego chroni biata przed nieodwaracalnymi
skutkami utlenienia. W komodrce wystepuje w dwoch stanach: zredukowanym
(GSH) oraz utlenionym (GSSG). Stosunek tych dwéch form (GSH/GSSG okresla
stan redoks komorek, a w zdrowych komorkach w spoczynku powinny mie¢ one
stosunek >100, podczas gdy w komodrkach narazonych na stres oksydacyjny
spada do 10. Powstaje w cytozolu, natomiast aktywnie moze by¢é pompowany do
mitochondriéow. GSH bierze udziat w redukcji nadtlenku wodoru, co powoduje
utlenienie do disulfidu glutationu (GSSG), przy udziale peroksydazy glutationowej
[41-43].

Zdolno$¢ komérek do redukcji GSSG do GSH jest obnizona, w wyniku
duzego stresu oksydacyjnego. Glutationylacja to odwracalna reakcja, w ktérej do
biatka, przytagcza sie glutation, tworzac mostek disiarczkowy. Podczas, gdy
w komorce poziom nadtlenku wodoru wzrasta, glutation utlenia sie do formy
disulfidu glutationu, w celu zredukowania reaktywnej formy tlenu, do wody.
Proces ten Kkatalizuje peroksydaza glutationowa (GPX). Peroksydaza
glutationowa 4 (GPX4) jest jednym z gtéwnych wewnatrzkomérkowych enzymow
hydrolizujgcych nadtlenki lipidow; jej aktywnosc¢ jest wykorzystywana w naprawie

bton komdrkowych, ktére zostaty uszkodzone przez nadtlenki lipidéw [42].

W celu zachowania rownowagi w poziomie GSH/GSSG w komorce
wystepuje zwiekszona ekspresja reduktazy glutationowej (GSR). GSR, enzym
pochodzenia cytozolowego oraz mitochondrialnego, petni funkcje katalizatora
reakcji, redukcji formy GSSG, ktora przy udziale NADPH prowadzi do powstania
dwdch czgsteczek GSH, a NADPH ulega utlenianiu do NADP™ [44—-47].

GSR
NADPH + H* + GSSG — NADP™* + 2GSH [47]

1.3.2 Tioredoksyna
Tioredoksyna (TXN, TRX) jest donorem wodoru dla reduktazy

rybonukleotydowej i peroksydazy. Jest matym biatkiem, odgrywajgcym wazng
role w wielu procesach biologicznych w tym sygnalizacji reakcji utlenienia

i redukcji. U ludzi kodowana jest przez dwa geny: TXN1 (gtéwna cytozolowa
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izoforma) i TXN2 (izoforma mitochondrialna) [48]. Wazng role odgrywa réwniez
w sygnalizacji miedzykomorkowej. Biatko to ma dziatanie przeciwutleniajgce,
utatwiajgc redukcje innych biatek poprzez wymiane cysteinowego disiarczku tiolu.
Tioredoksyna jest wszechobecna, wystepuje zaréwno u eukariontow
i prokariontow. W komorce biatko to jest utrzymywane w formie zredukowanej
przez reduktaze tioredoksyny (TRXrd) w reakcji zaleznej od NADPH [41,49-51].
Reduktaza tioredoksyny, TRX i NADPH razem tworzg uktad Trx. TRXrd jest
zaleznym od NADPH dimerycznym selenoenzymem wymaganym do redukciji

i recyklingu utlenionego TXNL1.

|zoformy tioredoksyny sg wszechobecne wsrod organizmow, a mitochondria
posiadajg swoj wiasny system tioredoksyny. Cytozolowa izoforma petni liczne
obronne funkcje przed stresem oksydacyjnym, kontroluje wzrost, apoptoze oraz
wykazuje aktywnosc¢ kocytokinowg i chemokinowg [51,52]. Podstawowg funkcjg
tego biatka, jest redukcja utlenionych reszt cysteiny i rozszczepienie wigzan
disiarczkowych. Utleniony TRX redukowany jest przez reduktaze tioredoksyny,
ata zkolei jest redukowana przez NADPH. Pozakomérkowe formy TRX

w komérkach eukariotycznych petnig dziatanie podobne do cytokin [31,41,44,53].

TXRrd przyczynia sie do zmniejszonej wrazliwosci komérek na induktor
ferroptozy (Smierci zwiazanej z akumulacjg produktdow peroksydacji lipidéw;
szczegotowy opis rozdziat 1.6.2.5), erastyne, co skutkuje redukcjg stresu
oksydacyjnego. Matoczgsteczkowe biatko TXN-1 bierze udziat w reakcjach
redoks, a jego nadekspresja moze powodowa¢ hamowanie ferroptozy poprzez
zwiekszenie ilosci GSH i GPX4. Swiadczy to o wzajemnym oddziatywaniu GSH-
TRX, co zapewnia komorce przetrwanie w warunkach nadmiernego stresu
oksydacyjnego. System Trx odpowiedzialny jest za dostarczanie elektronow
peroksydazie tioredoksyny (TPX), ajej funkcja jest podobna do funkcji GPX
w usuwania RFT, poprzez redukcje H>O, iwodoronadtlenkéw z wysokg
szybkoscig [44,50,52,54,55].
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1.3.3 FSP1
Biatko supresorowe ferroptozy 1 (ang. ferroptosis suppressor protein 1,

FSP1) jest kluczowym  sktadnikiem  niemitochondrialnego  systemu
antyoksydacyjnego koenzymu Q (CoQ), dziatajgcym roéwnolegle do
kanonicznego szlaku GPX4 zwigzanego z glutationem. FSP1 redukuje ubichinon,
czyli utleniong posta¢ CoQ do ubichinolu, przez co jest uwazany za wazny
czynnik opornosci na ferroptoze, Smierci zwigzanej z akumulacjg produktow
peroksydaciji lipidéw. Ekspresja FSP1 jest zwiekszona w komérkach opornych na
ferroptoze, gdzie biatko, ktére jest flawoproteing silnie hamuje sciezke ferroptozy.
FSP1 przyczynia sie do regeneracji przeciwutleniaczy osadzonych w btonie.
FSP1 w wyniku stresu oksydacyjnego, rekrutowane jest do btony plazmatycznej,
gdzie petni role oksydoreduktazy redukujgcej koenzym Q10 (CoQ10), produkujgc
lipofilowy przeciwutleniacz wychwytujacy rodniki [38,56-59].

1.4 Rola zelaza w potencjale redoks

Wszystkie organizmy zywe majg wysokie zapotrzebowanie na czujniki stanu
redoks. Zelazo ze wzgledu na swoje wlasciwosci elektrochemiczne, jest uwazane
za idealnie aktywny kofaktor reakcji redoks, jest zatem niezbedne w wielu
procesach biologicznych [14]. Oprécz udziatu zelaza w oddychaniu komérkowym,
metabolizmie, wigzaniu azotu czy fosforanéw, jest ono réwniez wykorzystywane,
jako swoisty czujnik stanu redoks w komorkach. Dzieki réznym stopniom
utlenienia, niektére metale mogg stuzy¢, jako antyoksydanty, dzieki wrazliwosci
na fluktuacje redoks ich stopnie utlenienia mogg ulec zmianie. Redukcja lub
utlenienie metali przejsciowych powoduje zmiane ich liczby koordynacyjnej, a co
za tym idzie rowniez preferencje do specyficznych ligandéw, zapewniajgc tym
samym potencjalny mechanizm transdukcji sygnatéw redoks do bramki biatkowe;j.
Zelazo jest w szczegolnosci wykorzystywane w réznych reakcjach redoks. Metal
ten jest czwartym najobficiej wystepujgcym pierwiastkiem na Ziemi. Jako
przejsciowy pierwiastek pierwszego rzedu posiada orbital d, ktory nie jest
catkowicie zapetniony elektronami, co umozliwia mu wystepowanie na réznych
stopniach utlenienia. Zelazo najczesciej wystepuje na Il i lll stopniu utlenienia.
Metal ten reaguje z RFT, m. in. anionorodnikiem ponadtlenkowym, czy H,O,
| ttenem [14,34,60,61].
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1.5 Peroksydacja lipidow

Peroksydacja lipidéw jest formg tlenowej degradacji lipidow, zachodzgcg we
wszystkich komorkach. W tym szlaku biochemicznym wolne rodniki w procesie
niekontrolowanej ilosci elektronow z lipidow bton komérkowych na skutek, czego
dochodzi do uszkodzenia komorek czy tkanek. Badania lipidomiczne ujawnity, ze
fosfolipidy = zawierajgce  wielonienasycone  kwasy  ttuszczowe  (ang.
polyunsaturated fatty acids, PUFA) sg lipidami, ktdre sg najbardziej podatnymi na
peroksydacje ipowodujg poézniejszg $mier¢ komoérek [62]. W procesie
peroksydacji lipiddbw wolny rodnik utlenia nienasycony tancuch lipidéw -
zwlaszcza PUFA, zawierajgce podwojne wigzanie wegiel-wegiel, powodujgc
powstanie lipidu hydroperoksydowanego i rodnika alkilowego. Skutkuje to zmiang
w strukturze bfony, wplywajgc na ptynnos¢ dwuwarstwy fosfolipidowej
i uszkadzajgc integralnos¢. Wysoki poziom RFT Ilub wolnych rodnikéw moze

skutkowa¢ bezposrednim uszkodzeniem lipidow [21,63—-66].

Catos¢ tego procesu zachodzi w wyniku wolnorodnikowej reakcji fancuchowej:
peroksydacja lipidow przebiega w trzech etapach: inicjacji, propagaciji i terminaciji,
a produktami chemicznymi tego procesu sg nadtlenki lipidéw. Inicjatorami reakcji
wolnorodnikowej tancuchowej sg w tym wypadku reaktywne formy tlenu,

a przede wszystkim rodnik hydroksylowy i hydroperoksylowy [21,63].

Inicjator peroksydaciji lipidow (najczesciej czgsteczka zawierajgca kompleks
zelazo-tlen) najpierw wytwarza rodnik, ktéry koncentruje sie na wigzaniu wegiel-
wegiel, a nastepnie reaguje on z tlenem. Inicjacja jest etapem, w ktérym
wytwarzany jest rodnik kwasu ttuszczowego, najczesciej w wyniku potgczenia
reaktywnych form tlenu, ktére tgczac sie z atomem wodoru tworzg rodnik kwasu
ttuszczowego, produktem ubocznym reakcji jest czgsteczka wody. Gtownymi
uczestnikami inicjacji sg zatem metal przejsciowy oraz wodoronadtlenek lipidu
(LOOH). Utworzony lipidowy rodnik hydroksylowy (R’) rozpoczyna faze
propagaciji [63,67].

R,H+R - R, +RH
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Propagacja jest etapem, w ktorym rodnik kwasu ttuszczowego reaguje
z tlenem czgsteczkowym w wyniku, czego tworzy sie rodnik peroksylowy (ROO)

kwasu ttuszczowego.

R+ 0, - ROO
Jest on bardzo niestabilny, dlatego reaguje z wolnym kwasem ttuszczowym
w wyniku, czego powstaje wodoronadtlenek lipidow. To napedza cykl od nowa
[21,64,67].

R,H + ROO- > R, + ROOH

ROOH jest pierwszym stabilnym produktem reakcji peroksydacji lipidow.
Ostatnim etapem jest terminacja, gdzie rodniki reagujgce ze sobg tworzg kolejny
rodnik, wiec proces sam w sobie jest mechanizmem reakcji tancuchowe;.
Reakcja rodnikowa trwa tak dtugo, az dwa rodniki reagujgc ze sobg, tworzg
forme nie-rodnikowg. Terminacja jest mozliwa, gdy stezenie rodnikéw jest na tyle
wysokie, aby dwa rodniki mogty sie ze sobg zderzaé. W organizmach zywych
znajdujg sie czgsteczki przyspieszajgce ten etap, sg to wspomniane juz

wczeséniej antyoksydanty [67—69].
ROO: + ROO° - ROH + RO +1'0,

Z Kkolei biatka mogg znacznie rozni¢ sie podatnosciag na uszkodzenia
oksydacyjne, zalezy to w gtdbwnej mierze od stanu konformacji biatek, te
nieuszkodzone sg mniej wrazliwe na utlenienie od tych, ktére sg nieprawidtowo

sfatdowane [9].

Sama peroksydacja lipiddw odgrywa réwniez wazng role w szlakach
regulowanej smierci komorkowej. Jest ona réwniez gtdbwnym czynnikiem
wywotujgcym ferroptoze, rodzaj regulowanej nekrotycznej smierci komorkowe;,

wnikajgcej z nagromadzenia produktéw peroksydacii lipidéw [63,70].

1.6 Smieré komérkowa
Pierwsze préby opisania mechanizmow smierci komorkowej datuje sie na
potowe lat 60. XX wieku [71]. Obecnie wiadomo, ze fundamentalnym aspektem
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embriogenezy i rozwoju prawie wszystkich organizméw, jest programowana
Smier¢ komorki, np. apoptoza. Historycznie, taka $Smier¢ komorki byta
obserwowana gtownie w rozwijajgcych sie systemach embriondw i przez wiele lat
uwazana byta za wazng tylko na etapie formowania tkanek i narzgdéw w rozwoju
organizmu. W ostatnich latach poglad ten sie zmienit i znaczenie kontrolowanej
Smierci komorkowej zostato zauwazone w innych aspektach rzgdzacych zyciem
[5,72]. Poczatkowo sklasyfikowano jg w trzy klasyczne typy: apoptoze, autofagie
i nekroze. Zaréwno apoptoza, jak i autofagia uwazane sg za znajdujgce sie pod
kontrolg biologiczng, czyli sg zaprogramowanymi rodzajami smierci komoérkowe;.
System klasyfikacji Smierci komérkowej obecnie narzuca zasadniczo podziat na
dwa typy, przypadkowg smier¢ komérkowg (ang. accidental cell death, ACD)
i requlowang (ang. regulated cell death, RCD). ACD jest wywotana przez
nieoczekiwany uraz lub atak, powodujgc przyttoczenie wszelkich mozliwych
mechanizméw kontrolnych i ochronnych. RCD wrecz przeciwnie, obejmuje ona
precyzyjne kaskady sygnalizacyjne: ma unikalne konsekwencje zaréwno
funkcjonalne, biochemiczne, jak i immunologiczne. RCD jest rowniez znana, jako

programowana $mier¢ komorki (ang. programmed cell death, PCD), jesli

N\

wystepuje w warunkach fizjologicznych [4,71,73].

PODTYPY SMIERCI
KOMORKOWEJ

REGULOWANA SMIERC
KOMORKOWA

\ 4

Schemat 1. Schemat podziatu rodzajow smierci komorkowej na podtypy. Na podstawie
[4,73].
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1.6.1 Przypadkowa smier¢ komérkowa
Komdérki narazone na stres zwigzany z ekstremalnymi bodzcami fizyko-
chemicznymi Ilub mechanicznymi obumierajg w sposdb niekontrolowany
w wyniku  natychmiastowego rozpadu strukturalnego. Proces takiego
nieuniknionego mechanizmu Smierci komorkowej jest okreslany, jako

przypadkowa smier¢ komérkowa (ang. accidental cell death, ACD) [73].

16.1.1 Nekroza
Nekroza scharakteryzowana zostata, jako bierna, przypadkowa $mieré

komorki w wyniku zaburzen sSrodowiska oraz niekontrolowanego uwalniania
zawartosci wnetrza komorki. Jest to termin uzywany gtdwnie przez patologéw do
okredlenia martwicy tkanek lub komoérek i jest sumg zmian, jakie zaszly
w komérkach po jej nagtej Smierci. Nastepuje wskutek wystepowania
ekstremalnej temperatury, zmiany cisnienia, stresu chemicznego czy stresu
osmotycznego. Brak fagocytozy powoduje utrate integralnosci ciatek
apoptotycznych i prowadzi to do wtérej lub apoptotycznej nekrozy (martwe
komorki poprzez proces apoptozy). Sama nekroza informuje o tym, ze komdrka
umarta, ale niekoniecznie wskazuje, jak doszto do $mierci, i ktory szlak Smieci byt

pierwotnie aktywowany [5,68,72,74—77].

1.6.2 Regulowana smier¢ komoérkowa

Regulowana s$mieré komoérkowa (ang. regulated cell death, RCD) to
proces wszechobecny w organizmach zywych, ktory jest niezbedny do
utrzymania homeostazy komoérkowej, jak rowniez przywrocenia rownowagi
biologicznej w warunkach stresu. RCD bierze udziat w Scisle zintegrowanych
kaskadach sygnalizacyjnych i mechanizmach, w ktérych posredniczy
molekularnie. RCD moze wystgpi¢ fizjologicznie lub poprzez jej aktywacje, gdy
zawiodg mechanizmy adaptacyjne w odpowiedzi, np. na zaburzenia
mikrosrodowiska zewngtrzkomorkowego lub wewnatrzkomorkowego.
W przeciwienstwie do ACD, RCD obejmuje mechanizm molekularny zakodowany
genetycznie, dzieki temu przebieg mozna regulowaé farmakologicznie Iub

genetycznie. RCD uruchamia sie stosunkowo poézno, jako odpowiedz na
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niepowodzenia mechanizmow naprawczych, ktére majg za zadanie przywrocenie
homeostazy komoérkowej. Regulowana smieré¢ komorki wystepuje nie tylko, jako
odpowiedz na bodzce z mikrosrodowiska, ale réwniez w rozwoju embrionalnym,
w homeostazie tkanek, czy w odpowiedzach immunologicznych. Jest procesem
wszechobecnym w organizmach zywych, niezbednym do utrzymania
homeostazy, jak réwniez przywrocenia réwnowagi biologicznej w warunkach
stresu. Nadmierna lub niewystarczajgca RCD moze powodowaé choroby, np.
neurodegeneracyjne, nowotworowe. Regulowana smier¢ komoérkowa moze

przybierac rozne formy, w tym apoptozy, nekroptozy czy ferroptozy [4,73,78-80].

1.6.2.1 Programowana smieré¢ komorki

Programowana smier¢ komorki (ang. programed cell death, PCD) jest
postacig catkowicie fizjologicznej postaci RCD. Jest to kazdy proces komérkowy,
na skutek, ktérego dochodzi do smierci komorki. Pierwszy raz zostata opisana
w potowie XIX wieku poprzez obserwacje morfologii umierajgcych kombrek.
Czesto kontrolowana jest przez okreslone geny zwane markerami, ktére chronig
lub powodujg s$mier¢. Jest ona wazna w rozwoju ukiadu nerwowego oraz
w réznicowaniu, jak i Smierci komérek odpornosciowych. Niepowodzenie procesu
moze prowadzi¢ do nowotworow i choréb autoimmunologicznych, a jej nadmiar
moze skutkowac niewydolnoscig immunologiczng, czy neurodegeneracjg [78,81—
84].

1.6.2.2 Apoptoza

Apoptoza opisywana jest, jako aktywny i zaprogramowany proces
autonomicznego rozpadu komoérek, pozwalajgc na unikniecie stanu zapalnego
[74,85]. Apoptoza jest naturalnym procesem, regulowanym w organizmie
wielokomérkowym. Dzieki temu mechanizmowi organizm usuwa uszkodzone
komorki. Inicjacja apoptozy moze obejmowac szlak zewnetrzny lub wewnetrzny
[85—-87]. Apoptoza obejmuje gtownie fragmentacje DNA i kondensacje jgdrowa.
Smieré na drodze apoptozy odbywa sie gtéwnie poprzez aktywacje kaspaz, jako
fizjologiczna forma $mierci komorki jest wykorzystywana, m.in. podczas rozwoju

embrionalnego dla ksztattowania tkanek i elementow ciata, czego dobrym
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przyktadem jest tworzenie sie palcow w kohczynach. Stres genotoksyczny moze
aktywowac apoptotyczng sSmieré komorki poprzez szlaki zalezne lub niezalezne
od kaspaz [72,86,88].

Apoptoza porownywana jest do zaplanowanego, kontrolowanego
samobdjstwa komérki, majgcego na celu dobro catego organizmu. Smier¢ ta,
niezbedna jest zatem do utrzymania homeostazy tkanek. Jej biologiczng rolg jest
eliminowanie zuzytych i uszkodzonych komorek, ktére mogg by¢ szkodliwe dla
organizmu. Wiele komoérek jest zdolnych do samobdjczej Smierci, ale to, z jakg
tatwoscig mogg w jakikolwiek sposob wejs¢ w apoptoze, zalezy od ich rodzaju
| stopnia rozwoju. Proces ten obserwowany jest zarobwno podczas embriogenezy
(tworzenie uktadu nerwowego ssakéw, tworzenie soczewki oka), jak
| worganizmach dorostych (np. segregacja dojrzewajgcych limfocytow T

w grasicy) [87-89].

1.6.2.3 Autofagia

Podstawowym procesem katabolicznym, polegajgcym na kontrolowanym
rozktadzie czgsteczek chemicznych, fragmentéw komoérek i organelli przez
komorke w celu utrzymania homeostazy, jest kanoniczna autofagia lub
makroautofagia. Jest to proces bardzo konserwatywny, wystepujgcy we
wszystkich organizmach eukariotycznych [90-92]. Podstawowym procesem
katabolicznym, w ktérym materiat wewngtrzkomorkowy jest degradowany w celu
utrzymania homeostazy, jest kanoniczna autofagia Iub makroautofagia.
Wystepuje ona zaréwno w zdrowych komorkach, jak i w stanach patologicznych
i chorobowych. Autofagia stuzy do degradacji uszkodzonych lub niepotrzebnych
biatek lub organelli. W chorobie autofagia byta postrzegana, jako adaptacyjna
odpowiedz na stres, promujgca przezycie komorki; ale w innych przypadkach
wydaje sie, ze sprzyja sSmierci komoérek i zachorowalnosci. W skrajnym
przypadku gtodu rozktad sktadnikow komorkowych sprzyja przetrwaniu komorek
poprzez utrzymanie poziomow energii komorkowej. Autofagia odgrywa role
w réznych funkcjach komérkowych. Jednym szczegdélnym przykiadem sg np.
komorki drozdzy, w ktérych taknienie (pragnienie jedzenia) powoduje wysoKi

poziom autofagii [93,94]. Pozwala to na degradacje zbednych biatek i recykling
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aminokwasow niezbednych do syntezy biatek przetrwania. U wyzszych
eukariotow, autofagia jest indukowana w odpowiedzi na wyczerpanie sktadnikéw
odzywczych, ktore wystepuje u zwierzat np. po urodzeniu, gdzie doptyw
substancji odzywczych poprzez tozysko zostaje prerwany. Podobnie wyglgda
Sytuacja w warunakch in vitro, przy niedoborze sktadnikow odzywczych

w hodowanych komaorkach i tkankowych [90,92].

Autofagia sktada sie z nastepujgcych etapéw:

1. sekwestracja — wokot cytoplazmy i organelli tworzy sie autofagosom;

2. transport do lizosomu — autofagosom tgczy sie z lizosomem;

3. degradacja - lizosom uwalnia enzymy rozktadajgce materiat
w autofagosomie;

4. utylizacja produktéw degradacji — wszystkie peptydy komodrkowe

rozktadajg sie do aminokwasow [90,91].

1.6.2.4 Piroptoza

Piroptoza, to rodzaj litycznej $mierci komorki, ktdéra charakteryzuje sie
szybkim peknieciem btony komérkowej, co skutkuje uwolnieniem zawartosci
komorkowej oraz mediatoréw prozapalnych (w tym IL-1B i IL-18). Najczescigj
pojawia sie po infekcji ikiedy nastepuje odpowiedz przeciwdrobnoustrojowa.
Smieré ta charakteryzuje sie réwniez aktywnoscig komérek odpornosciowych,
rozpoznajgcych obce organizmy, uwalniajgc cytokiny prozapalne, w wyniku
czego komorka pecznieje, peka iobumiera. Uwolnione cytokiny powodujg
mobilizacje innych komorek odpornosciowych, niezbednych do eksploracji
infekcji i przyczyniajg sie do wystepowania stanu zapalnego w tkance. Inicjacja
piroptozy w zainfekowanych makrofagach jest spowodowana rozpoznaniem
skladnikéw flageliny gatunkéw bakterii Salmonella sp. i Shigella sp. oraz
podobnych wzorcéw molekularnych zwigzanych z patogenami (ang. pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) w innych patogenach drobnoustrojowych,
przez receptory podobne do NOD (NLR). Receptory te dziatajg jak receptory typu
toll-like btony komérkowej (TLR), ale rozpoznajg antygeny znajdujgce sie
w komorce, a nie poza nig [74,89,95,96].
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Infekcja uruchamia autodestrukcyjny system. Typowe cytokiny
nowotworowe to: czynnik nekrozy nowotworow (TNF), IL-6, IL-8, interferony typu
| (IFN) i czynnik regulujgcy interferon (IRF). Odpowiedz zapalna jest niezalezna
od Smierci komérki [74,89,95]. Pomimo tego, ze uruchamiana Sciezka aktywacji
kaspazy-1 jest zroznicowana, propagacja kaskady smierci doprowadza do
eliminacji komorki pirotycznej. Liza komorki nastepuje po utworzeniu poréw
w btonach komérkowych, z szacowang wielko$cig porow 1,1-2,4 nm, co zaburza
gradient jondw komdrkowych. Wynikajgcy z tego wzrost cisnienia osmotycznego
powoduje naptyw wody do cytozolu, a w konsekwencji pecznienie i pekanie
komorki. Zawartos¢ cytozolu uwalniana jest za posrednictwem kanatow.
Nastepnie nieaktywne cytokiny prozapalne sg dalej ciete przez kaspaze 1 i przez
to aktywowane. Ponadto ma miejsce ciecie DNA oraz proces kondensacji
jadrowej [91,97].

1.6.2.5 Ferroptoza

Ferroptoza (ang. ferroptosis) to rodzaj nieapoptotycznej, zaprogramowanej
Smierci komorki zaleznej od zelaza. Charakteryzuje sie akumulacjg produktéw
peroksydacji lipidow. Ferroptoze zapoczatkowuje niewydolnos¢ mechanizmow
obronnych, w tym antyoksydantow glutationozaleznych, co prowadzi do
niekontrolowanej peroksydaciji lipidéw i ostatecznie do $mierci komorek [98,99].
W komorkach charakterystycznymi objawami jest gtdwnie zmniejszona objetos¢
mitochondridéw, zwiekszona gestosc¢ btony dwuwarstwowej oraz zmniejszenie lub
catkowity zanik krist mitochondrialnych [100-102]. Btona komoédrkowa jest
nienaruszona, a jadro ma normalng wielkos¢. W komorkach z ferroptozg
dochodzi do utraty wewngtrzkomoérkowego GSH i zmniejsza sie aktywnos$é
peroksydazy glutationowej 4 (GPX4), enzymu naprawy lipidéw, gtéwnego
antyoksydanta, w wyniku, czego nie dochodzi do redukcji nadtlenkéw lipidéw.
Fe?* katalizuje reakcje utlenienia lipidéw, reakcja przebiega w sposéb podobny
do reakcji Fentona, w wyniku, ktérej powstaje nadmiar RFT [79,103,104].
Hamowanie hydroperoksydazy lipidowej GPX4, indukujg ekspresje promininy2
(PROM2), biatka pentaspaniny zaangazowanego w regulacje dynamiki lipidow.
PROM2 utatwia odpornos$¢ na ferroptoze w komérkach poprzez promowanie

tworzenia ciatek wielopecherzykowych zawierajgcych ferrytyne (MVB) i
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egzosomow, ktore transportujg zelazo na zewnatrz komérki, hamujgc ferroptoze
[105]. Cechy charakterystyczne dla ferroptozy to duze zapotrzebowanie na
zelazo i akumulacja nadtlenkow lipidéw btonowych.

ACSL4 (ang. acyl-CoA synthetase long-chain family member 4) jest enzymem
odgrywajgcym wazng role w metabolizmie kwasow ttuszczowych oraz bierze
udziat w przebiegu ferroptozy, jako jej gtdwny prekursor. Jego rola polega na
przytgczaniu wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (ang. polyunsaturated
fatty acids, PUFAs) do fosfolipidow w Sciezce tej smierci, jest rowniez uwazany
za marker ferroptozy, a jego ekspresja jest wysoka w komorkach wrazliwych na
ferroptoze [106,107].

Biatko receptora transferyny (ang. transferrin receptor, TFRC) jest
odpowiedzialne za transport ze $rodowiska pozakomoérkowego zelaz za
posrednictwem transferryny. Na skutego czego, narasta wewngtrzkomorkowy
poziom RFT, poprzez reakcje Fentona. Wzrost RFT powoduje utlenianie lipidow
i Smier¢ komorki na drodze ferroptozy. W pierwszej fazie ferroptozy ekspresja
genu kodujgcego to biatko jest kluczowa. Zwiekszona ekspresja tego receptora
wystepuje w komérkach nowotworowych, co prowadzi do akumulacji zelaza
w komorkach [40,102].

Biatko supresorowe ferroptozy (ang. ferroptosis suppressor protein 1, FSP1)
uwazane jest za kluczowy sktadnik systemu antyoksydacyjnego, bazujgcego na
koenzymie Q10 (CoQ). FSP1 odpowiedzialny jest za redukcjg ubichinonu, czyli
utlenionej postaci CoQ do ubichinolu zredukowanej postaci, dzieki czemu uwaza
sie go za wazny czynnik opornosci na ferroptoze. Istnieje on, jako samodzielny
szlak réwnoleglty do GPX4, ktéry wspotpracuje z nim i glutationem, hamujgc
peroksydacje lipidow i ferroptoze. Szlak FSP1-CoQ(10)-NAD(P)H wystepuje
niezaleznie, jako system inhibicji ferroptozy. Szlak jest wydajniejszy w komérkach
opornych na ferroptoze [38,57].

Mitochondria, jako niezbedne organella w wiekszosci typéw komorek, ze
wzgledu na ich wazng role w generowaniu ATP oraz obecnos¢ w nich
mitochondrialnego systemu fosforylacji oksydacyjnej (ang. mitochondrial
oxidative phosphorylation system, OXPHOS), gdzie, jako produkt uboczny
zachodzi produkcja RFT, stanowig wazny element w propagacji Sciezki
ferroptozy. W komoérce biorg udziat w réznych typach RCD, w tym wewnetrznej
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| zewnetrznej apoptozie czy autofagii, petnigc gtdbwng role w homeostazie tkanek
[40,108,109]. Farmakologiczna indukcja ferroptozy poprzez hamowanie
antyportera xCT indukuje wytwarzania mitochondrialnych RFT, fragmentacje

mitochondridéw czy utrate potencjatu btony mitochondrialnej (MMP) [110].

Nadtleneki lipiddw sg kluczowym czynnikiem w powstawaniu ferroptozy, ktérej
skutkiem jest atak RFT na btony komérkowe i organella. Mitochondria sg waznym
zrédtem RFT, a cykl kwasow tikarboksylowych, TCA, rozpoczyna reakcje
tancucha transportu elektronéw, konczgc fosforylacjg oksydacyjng. Elektrony
uwiezione w kompleksach tancucha elektronowego (ang. electron transport
chain, ETC) mogg migrowac¢, powodujgc wytworzenie nadtlenku, ktéry ulega
przemianie w H,O, przez SOD. Ten ostatni moze reagowaé z Fe*
| przeksztatca¢ sie w rodniki hydroksylowe lub alkoksylowe w wyniku, czego
powstajg toksyczne stezenia rodnikéw. Ponadto, ferroptoza i peroksydacja
lipidébw prowokujg uszkodzenia mitochondrialne, zwiekszajgc produkcje RFT
| zaktdcajgc metabolizm energii. Wrazliwos¢ komérek na inhibitory GPX4 jest
rozna w zalezno$¢ od statusu linii komoérkowej, prawidtowa czy np.
nowotworowa, co oznacza, ze réwniez inne czynniki wptywajg na opornos¢ na
ferroptoze [57,59,100].

1.7 Edycja genomu metodg CRISPR Cas9
CRISPR/Cas9 jest rewolucyjng technologig, umozliwiajgcg z duzg precyzjg

oraz efektywnoscig na edycje genomu, poprzez zmiane sekwencji nukleotydowe;j
genow, co jeszcze niedawno byto mozliwe z wykorzystaniem wytgcznie zmudnej
| nieprecyzyjnej technologii, obarczonej btedami i niskg efektywnoscia.
Nowatorska metoda wykorzystuje naturalny mechanizm obronny, ewolucyjnie
wyksztatcony wobec bateriofagdw u bakterii [111-114]. Mechanizm ten zostat
dostosowany do celéw medycznych i biotechnologicznych. Obecnos¢ systemu
CRISPR/Cas, po raz pierwszy zostata zaobserwowana w poéznych latach 80
w bakteriach Escherichia coli, w szczepie K12, pierwszy raz opisane przez Ishino
I wsp., z Uniwersytetu w Osace [113,115-117]. W podzniejszych latach
odnotowano rowniez obecnosc¢ tego systemu w genomie archeondéw. Dopiero

w potowie 2000 roku zrozumiano role sekwencji CRISPR w systemie obronnym
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bakterii przed wirusami [115,118]. System CRISPR/Cas, do tej pory mozna
podzieli¢ na dwie klasy. W systemach CRISPR/Cas klasy 1 (typy | i lll) modut
efektorowy skfada sie z wielobiatkowego kompleksu, natomiast systemy klasy 2
(typu I, 1V, Vi VI) wykorzystujg tylko jedno biatko efektorowe [113,119,120].
Mechanizm dziatania systemu CRISPR/Cas jest specyficzny dla typu | klasy, do
ktorej zostat sklasyfkowany. Mozna go podzieli¢ na trzy gtbwne etapy: adaptacje
(akwizycji sekwencji rozdzielajgcej, ang. spaceréw), biogeneze crRNA oraz
interferencje (przechwycenie) celu. W pierwszym etapie fragment inwazyjnych
kwasow nukleinowych (tzw. protospacerow) jest wigczany do macierzy CRISPR,
co umozliwia gospodarzowi zapamietanie materiatu genetycznego (sekwencji)
atakujgcego intruza, ukazujgc adaptacyjng nature odpornosciowego ukfadu
[113,121,122]. Podczas biogenezy crRNA (CRISPR RNA), aby umozliwi¢
wytworzenie odpornosci, macierz CRISPR jest transkrybowana do dtugiego
prekursora crRNA (pre-crRNA), a nastepnie jest przeksztatcana w dojrzate
crRNA, zawierajgce zapamietang sekwencje intruza [113,122,123]. W ostatnim
etapie dojrzate crRNA kieruje obrong immunologiczng, prowadzgc do zniszczenia
obcego materiatu genetycznego poprzez stworzenie kompleksu z biatkami
efektorowymi, typu Cas [113,124]. Systemy typu I, Il i V posiadajg
zabezpieczenie przed samorozpoznaniem, rozpoznajg specyficzng sekwencije
PAM (motyw sgsiadujacy z protoprzerywnikiem), ktéra znajduje sie w zaleznosci
od typu powyzej (typ |i V) lub ponizej (typ Il) rozpoznawanej sekwencji [113,125—
128]. Obecnie system CRISPR/Cas jest szeroko stosowany, jako
najnowoczesniejsza technologia edycji genomu w domenie eukariotyczne;.
System oparty na CRISPR/Cas9 sktada sie ze zmodyfikowanego genu, nukleazy
Cas9, enzymu odpowiedzialnego za ciecie DNA gospodarza i sgRNA
(jednoniciowego naprowadzajgcego RNA; ang. single guide RNA). Poszczegdlne
sktadniki dostarczane sg do komorki za pomocg wektorow wirusowych,
a nastepnie dochodzi do edycji genomu i naturalnie wystepujgcy gen zostaje
zmodyfikowany na obu niciach DNA. System edycji genéw oparty na technologii
CRISPR/Cas9 moze rowniez edytowac¢ (zmienia¢ sekwencje) poprzez wyciecie

danego fragmentu genu lub insercje dodatkowego fragmentu [117,129].

Proces edycji genomu przy pomocy CRISPR-Cas9 sktada sie z trzech
etapow, Pierwszym jest rozpoznanie, podczas ktérego zaprojektowana
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| przygotowana czgsteczka RNA (sgRNA), kieruje endonukleaze Cas9 oraz tgczy
sie komplementarnie do rozpoznawanej sekwencji w genomie. Nukleaza Cas9
tworzy pekniecia dwuniciowe (DSB) powyzej sekwencji PAM (3 pary zasad
powyzej) [117]. Sekwencja PAM jest krotkag, o dtugosci 2-5 par, zasad sekwencjg
DNA znajdujgcg sie ponizej miejsca ciecia, a jej dtugos¢ rézni sie w zaleznosci
od gatunku bakterii, gdzie oryginalnie zostata rozpoznana. Najczesciej uzywang
nukleazg do edycji genomu jest Cas9, rozpoznajgca sekwencje PAM w pozyciji
5'-NGG-3' (gdzie, N moze oznacza¢ dowolng zasade nukleotydowg) [130,131].
Kolejnym etapem jest rozplecenie nici DNA, gdy nukleaza Cas9 rozpozna
miejsce docelowe z odpowiednim PAM, powoduje lokalng denaturacje, a po nim
nastepuje przytgczenie produktdw transkrypcji z wprowdzonych plazmidéw
itworzy sie hybryda DNA-RNA. Nastepuje aktywacja nukleazy do
podwajnoniciowego ciecia DNA. Domena HNH rozszczepia komplementarng nic,
podczas gdy nukleaza RuvC inicjuje ciecie niekomplementarnej nici docelowego
DNA, tworzgc DSBs o tepych koncach. Ostatnim krokiem jest naprawa, w ktorej
to podwojnoniciowe uszkodzenia sg naprawiane przez system naprawczy

komorki gospodarza [132—-135].

1.8 Efekt sgsiedztwa (Bystander Effect)

Efekt sagsiedztwa (ang. bystander effect; BY) obserwowany jest
w komorkach sgsiadujgcych z komodrkami, ktére zostaly bezposrednio
aktywowane. Jest to odpowiedz biologiczna komérki wywotana procesami
zachodzgcymi np. w otaczajgcej jg tkance, komérkach sgsiadujgcych (podobnie
jak w fizjologii sygnalizacja parakrynna) lub nawet odlegtych, efekt abskopalny
(ang. abscopal effect). Efekt ten jest formg komunikacji miedzykomdrkowe;.
Czynnik bedacy toksycznym lub wywotujgcy fizjologiczny efekt moze w ten
sposdb by¢ odbierany zaréwno bezposrednio, przez traktowane komorki
(autokrynnie), jak i posrednio przez wysytane sygnaty do komoérek znajdujgcych
sie w najblizszym otoczeniu (parakrynnie). Wyrdznia sie kilka typéw efektu
sgsiedztwa. Klasyczny efekt (typ I) wywotywany jest sygnatami molekularnymi,
ktore uwalniane sg przez komérki traktowane, i zwykle odnosi sie do wywotanych
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w nich szkodliwych efektéw, m.in. tworzenia mikrojader z uszkodzonych
chromosoméw lub nieprawidtowo zreplikowanego w fazie S podziatu
mitotycznego DNA, indukcji apoptozy. Typ drugi, w odréznieniu do typu
| powoduje zwiekszong przezywalnos¢ komoérek ko-inkubowanych, natomiast typ
lll zwiekszong przezywalnos¢ komoérek bezposrednio traktowanych. Na efekt
obserwatora przede wszystkim najwiekszy wptyw ma pochodzenie tkankowe, jak
i sam typ komorek. Prowadzi¢ do niego moze kilka mechanizmoéw transdukcji
sygnatow, m. in. dominujgca dyfuzja z komorki do komorki toksycznych
metabolitow; z komodrek, ktdére wykazujg znaczng ekspresje metabolitow do
sgsiednich komoérek; przy uzyciu transportu aktywnego przez potfgczenia
miedzykomorkowe; przy pomocy biernej dyfuzji pomiedzy komoérkami [57,136—
139]. W pracy zatozono, ze sygnalizacja miedzykomérkowa moze dotyczyc¢ takze

transdukcji sygnatow smierci ferroptotycznej.

1.9 Tablica decyzyjna

Tablica (tabela) decyzyjna to zwiezta reprezentacja wizualna okreslajgca,
jakie dziatania nalezy wykona¢ na podstawie danych warunkéw. Sg to algorytmy,
ktérych wynikiem jest zestaw dziatah. Stuzg do modelowania skomplikowane;j
logiki, moggc utatwi¢ zobaczenie wszystkich mozliwych kombinacji [140-142].
Gtowne zastosowanie majg w biznesie, ale mozna je rowniez stosowacé w innych
dziedzinach, gdzie konieczne jest podejmowanie decyzji. Informacje wyrazane
przez tablice decyzyjne mogg byC rowniez reprezentowane, jako drzewa
decyzyjne Ilub wuzywajgc jezykdw programowania, jako seria instrukcji
warunkowych if-then-else (instrukcja warunkowa, ,if" zostanie wykonany, jesli
warunek zostanie spfeniony, jesli nie ,else” zostanie wykonany), lub switch-case
(instrukcja warunkowa, w ktorej poréwnujemy wartos¢ z wieloma przypadkami).
Kazda z decyzji odpowiada zmiennej, kazda akcja jest procedurg do wykonania,
a wpisy okreslajg, czy akcja ma zostaC wykonana dla zestawu alternatyw,
ktéremu odpowiada wpis. Jednym z zastosowan tablic jest ujawnianie warunkow,
w ktérych pewne czynniki sg nieistotne dla dziatan, ktore nalezy podjg¢ oraz
umozliwiajg wykrycie kombinacji warunkéw wczesniej niebranych pod uwage, co
usprawnia procedure podejmowania decyzji [141-144]. Zastosowanie tablicy

decyzyjnej ma na celu utatwienie podijecia decyzji, w przypadku tej pracy pozwoli
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to okreslic, jakim szlakiem smierci komoérka odpowie w wyniku jej indukcji: czy
Sciezka Smierci zostanie wykonana kanonicznie, czy tez nastgpig
wewnatrzkomorkowe przetgczenia na inny typ $mierci. Decyzja w komorce jest

podejmowana poprzez analize szeregu zmiennych parametréw.
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2. Hipotezai cele pracy

2.1 Hipoteza

Ferroptoza jest regulowana w zaleznosci od linii komorkowej i pochodzenia
tkankowego, czego objawem jest typowa dla wybranych komérek wrazliwosc lub

opornos¢ na indukcje tego typu Smierci.

2.2 Cel pracy

Regulowana smier¢ komérki (ang. Regulated Cell Death, RCD), odgrywa
Znaczgcy role w homeostazie organizmu, zaréwno w stanach fizjologicznych, jak
i patologicznych. Nadmierna lub niewystarczajgca RCD, moze powodowaé
choroby, takie jak neurodegeneracyjne czy nowotworowe. Smieré komorek jest
procesem wymaganym w przebiegu wielu proceséw fizjologicznych, w tym
podczas embriogenezy, rozwoju uktadu odpornosciowego i niszczeniu
uszkodzonych komérek. Regulowana smier¢ komoérkowa moze przybraé rozne
formy np. apoptozy, nekroptozy lub ferroptozy. Zrozumienie i poznanie $ciezek
Smierci, jak réwniez ich regulacji jest wazne zaréwno z punktu naukowego, jak
i medycznego do zastosowan leczniczych.

Zagadnienia przedstawione w rozprawie doktorskiej koncentrujg sie na
badaniu przebiegu ferroptozy w réznych liniach komérkowych in vitro, a takze
procesOw zwigzanych z regulacjg programowanej i nieprogramowanej Smierci
komoérkowej. Do tej pory, w ramach podjetych prac, badano wptyw réznych
czynnikdw, ktore odpowiadajg za indukcje Iub inhibicje $ciezek Smierci
w komorkach. W literaturze mozna znalez¢ opisane przypadki hamowania lub
indukcji smierci, poprzez dodanie specyficznych zwigzkéw, tzw. regulatoréw
(induktoréw lub inhibitoréw $ciezek sygnatowych). W zatozeniach mozna
sprawdzac¢ zaleznosci réznych czynnikéw, chemicznych i fizycznych, takich jak
promieniowanie UV czy jonizujgce, IR (ang. ionizing radiation), w kombinacjach
regulator-regulator; regulator-UV; regulator-IR, i okresla¢ ich wptyw na wybrang
Sciezke Smierci, a takze zaobserwowac skutki i efekty uboczne w komodrkach
sgsiadujgcych (ang. bystander effect). Celem podjetych prac byto
scharakteryzowanie réznych sciezek s$mierci komérkowych oraz préba

stworzenia systemu decyzyjnego regulacji ich indukcji/wyciszenia.
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2.2.1 Szczegbtowe cele pracy
W pracy wykonana zostata analiza danych, uzyskanych z wtasnych

eksperymentow in vitro oraz porownano je ze zdeponowanymi w otwartych
bazach danych, dla roznych sciezek Smierci komorkowych, zwigzanych takze
z udziatem w regulaciji ich indukcji/przebiegu/wyciszenia metali ciezkich (Fe).

Oceniono istotnos¢ kluczowych dla Sciezki ferroptozy gendw, ktore zostaty
poddane edycji/wyciete metodg CRISPR/Cas9 dla wewnatrzkomérkowe;j
transdukcji sygnatow, w celu wytypowania tzw. wewngtrzkomorkowych centrow
decyzyjnych/regulacyjnych w przetgczaniu kanonicznych szlakéw sygnatowych,
zwigzanych ze Smiercig komorkowa.

Otrzymane wyniki eksperymentalne zestawiono w tabele, na podstawie,
ktérych nastepuje ,wybdr typu $mierci” pod wptywem egzo- lub endogennych
stresogennych/regulatorowych czynnikébw - opracowano wstepny system

podejmowania decyzji, na podstawie tzw. tablicy decyzyjne;.
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3. Materiaty i metody

3.1 Hodowlain vitro, linie komérkowe

W badaniach wykorzystane zostaty

linie komorkowe prawidtowe i

nowotworowe. Wykorzystano zaréwno komorki adherentce, HaCaT, 1205Lu czy
HCT116, jak i nieadherentne: HL60 i K562 (Tabela 1). Komorki adherentne to

takie, ktoére rosng przylegajgc do powierzchni naczynia, w ktérym zostajg

wysiane, natomiast nieadherentne rosng w zawiesinie w medium, i nie przylegajg

do powierzchni naczynia.

Tabela 1 Linie komorkowe wykorzystane w badaniach i wyznaczony dla erastyny - parametr

I(:50/80.
Linia komérkowa Schorzenie Pochodzenie ICs0
HaCaT UniesSmiertelnione Naskérek ICg=10
prawidtowe uM
(dystrybutor CSL Cell keratynocyty
Line Service GmbH)
NHDF Prawidiowe Fibroblasty
fibroblasty skory N/A
(dystrybutor Lonza)
1205Lu Melanoma | Czerniak
stadium z guza 3,5 uM
(Dystrybutor ATTC) pierwotnego
451Lu Melanoma IV Czerniak
stopnia z przerzutu N/A
(Dystrybutor ATTC)
Me45 Czerniak Czerniak 8 UM
Zlogliwy[145] H
A549 Rak ptuca Nabtonek
12 uM
(Dystrybutor ATTC)
HCT116 p53+/+ Rak jelita grubego Nabtonek, jelito grube;
(Colorectal Okreznica 12 uM
(Dystrybutor ATTC) Carcinoma)
HCT116 p53-/- Rak jelita grubego Nabtonek, jelito grube;
(Colorectal Okreznica
) N/A
Carcinoma)
knockout TP53
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K562 Przewlekta Komorki limfoblastyczne
biataczka szpikowa
(Dystrybutor ATTC) (Chronic 12 UM
Myelogenous
Leukemia)

HL60 Ostra biataczka Komorki
szpikowa (Acute promieloblastyczne
Promyelocytic
Leukemia)

(Dystrybutor ATTC) 7,5uM

N/A — nie analizowane

Komorki hodowane byty w butelkach plastikowych (Sarstedt, Niemcy) o
powierzchni 25 cm? w 6 ml medium w standardowych warunkach (37 °C, 5 %
CO, oraz przy wilgotnosci atmosfery 80 %). Komérki hodowano w pozywkach
RPMI, DMEM oraz DMEM-F12 (PAA, Polska, uzupetnione 10% FBS (EURX,
Polska) i roztworem Penicilin-Streptavidin Solution (100x; Sigma-Aldrich,
Niemcy). Wszystkie redukcje ilosci komorek i wymiany medium wykonywane byty

w warunkach sterylnych w komorze z laminarnym przeptywem powietrza.

3.1.1 Induktor $mierci — erastyna
Erastyna zostata po raz pierwszy opisana w 2003 roku, a jej nazwa jest

skrotem od ,eradicator of RAS and ST-expressing cells” (eliminator komérek
wykazujgcych ekspresje RAS i ST). Jest to mata czgsteczka zdolna zainicjowac
ferroptotyczng smier¢ komorki. Erastyna wigze sie i aktywuje zalezne od napiecia
kanaty anionowe (VDAC), odwracajgc hamowanie tubuliny na VDAC2/3, hamuje
uktad antyporterowy cystyna-glutaminian Xc'. Komorki traktowane erastyng
pozbawiane sg cysteiny, co powoduje brak mozliwosci syntetyzowania glutationu.
Brak glutationu w konsekwencji prowadzi do nadmiernej peroksydacji lipidéw

i Smierci ferroptotycznej komérek [146,147].

47




Rysunek 2 Wzér strukturalny erastyny [147].

3.2 Oznaczenie zywotnosci komoérek

Komorki wysiewano po 8-10 tysiecy na dotek (w zaleznosci od linii
komorkowej) na ptytke 96-dotkowg, na 24 godziny przed eksperymentem, w celu
umozliwienia im przylgniecie do dna dotka (w przypadku komdrek adherentnych,
natomiast krok ten pomijano przy komodrkach nieadherentnych). Po etapie
adaptacji i adhezji komorki traktowano induktorem ferroptozy - erastyng w kilku
dawkach, okreslono ICsy, stezenie podawanego zwigzku, ktére powoduje
redukcje zywotnosci w 50% w poréwnaniu do nietraktoranwj kontroli (Tabela 1)
i wybrano dwie dawki, ktérymi nastepnie traktowano linie komoérkowe w celu
indukcji smier¢ komodrkowej. Ponownie sprawdzono odpowiedz oceniajgc
zywotnosé¢ (aktywnosc¢ mitochondrialng) komérek. Wysiang ptytke podzielono na
trzy czesci (komoérki kontrolne nietraktowane, oraz traktowane), zostawiajgc
skrajne dotki wolne, jako probe sSlepg (blank). Do komérek badanych dodano
roztwor erastyny w dwoéch dawkach, 5 i 10 uM, w petnej pozywce, zywotnosc¢
oceniona zostata po uptywie 24 godzin przez dodanie odczynnika MTT. Reakcja
opiera sie na katalizowanej przez mitochondria konwersiji substratu z z6ttawego,
rozpuszczalnego w  wodzie, bromku 3-[4,5-dimetylotiazolo-2-ilo]-2,5-
difenylotetrazolu (MTT) do purpurowego, nierozpuszczalnego w wodzie, MTT-
formazanu. Zamiennie uzyto tez odczynnika MTS, zwigzku tetrazoliowego (3-
(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-5-(3-karboksymetoksyfenylo)-2-(4-sulfofenylo)-2H-
tetrazoliowy, sél wewnetrzna; MTS).Oznaczenie wykonano wg protokotu

producenta [148,149] (Promega).
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3.3 Pomiary i analiza cytometryczna

Komorki wysiane zostaty na 6-dotkowe ptytki na 24 godziny (w przypadku
komorek adherentnych, natomiast krok ten pomijano przy komorkach
nieadherentnych) a nastepnie traktowano roztworem induktora ferroptozy,
erastyny w dwoch dawkach, 5 i 10 pM przez 24 godziny. Po inkubacji komorki
zebrano, rozdzielono po 300 pl zawiesiny komorkowej do probowek 1,5 ml, typu
eppendorf. Nastepnie dodano barwniki (MitoSox, DAF-FM, carboxy-H2DCFDA
lub CellRox Green). Probki inkubowano w ciemnosci 20 minut, nastepnie
odwirowano i przeptukiwano roztworem soli fizjologicznej (PBS). W przeciggu
kolejnych 20 minut wykonano analize przy pomocy cytometru przeptywowego
FACSAria™ |l (Becton Dickinson).

3.3.1 Analiza cyklu komérkowego

Potowe zawiesiny komorkowej z dotka odpipetowano, przeptukano PBS
| zawieszono w 400 pl 70% etanolu i zamrozono na -20°C do czasu analizy.
Przed pomiarem probki odwirowano (2000 rpm, 3 minuty), przeptukano
dwukrotnie sterylnym buforem PBS i ponownie odwirowano. Znad osadu
usunieto PBS pozostawijg¢ ok 50 ul, dodano RNAze do kohcowego stezenia 20
pI/ml (Merck). Nastepnie barwiono jodkiem propidyn (PI, stezenie koncowe 100
pg/ml; Merck). Wnika on do martwych komorek barwigc ich kwasy nukleinowe na
kolor czerwono — pomaranczowy [150]. Mieszanine inkubowano przez 15 minut
w ciemnosci, a nastepnie prébki analizowano przy pomocy cytometru
przeptywowego FACSAria™ Il (Becton Dickinson, laser 488 nm, LP 550, BP
575/25).

3.3.2 Analiza $mierci apoptotycznej
Wptyw induktora na indukcje smierci apoptotycznej oceniono na podstawie

ilosci komorek nekrotycznych i apoptotycznych przy pomcy cytometrii
przeptywowej i zestawu Annexine-V-FITC apoptotic Kit (Invitrogen). Zebrane
komorki przeptukano PBS i zawieszono w 500 ul “annexin V-staining Buffer” (10
mM HEPES; 140mM NaCl; 2,5 mM CacCl,; pH 7,4). Nastepnie dodano Pl oraz
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Anneksyne-V-FITC, mieszaniny inkubowano 30 min w ciemnosci w temperaturze
pokojowej, nastepnie wykonano pomiar cytometryczny. Metoda ta polega na
rozroznieniu komorek nienaruszonych (brak sygnatu PI/FITC), wczesno-
apoptotycznych (brak Pl/obecnosé sygnatu FITC) oraz prdézZzno-apoptotycznych
(obecnosc¢ sygnatéw PI/FITC) i nekrotycznych (sygnat PI/ brak FITC). Podczas
analizy komorki z pozytywnym sygnatem Pl uznano za nekrotyczne, natomiast
FITC za apoptortyczne [151].

3.3.3 Analiza Reaktywnych form tlenu
W celu oznaczenia komorkowego poziomu RFT uzyto odczynnika CellRox

Green Reagent w stezeniu koncowym 5 pM (Thermo Scientific, pomiar
catkowitego poziomu RFT; cytoplazmatycznego i jgdrowego) Pomiar wykonano
za pomocg cytometru przeptywowego FACSAria™ |Il, przy ustawieniach dla
kanatu FITC (laser 488 nm, LP 505, BP 530/30). Barwnik CellRox Green
wykazuje fluorescencje zielong wytgcznie w zywych komdrkach i wykryciu

reaktywnych form tlenu [152].

3.3.4 Analiza anionorodnika ponadtlenkowego
Pomiar poziomu anionorodnika ponadtlenkowego w komorkach dokonano

za pomocg barwnika MitoSOX w stezeniu kornicowym 500 nM. Barwnik ten utlenia
sie w kontakcie z anionorodnikiem ponadtlenkowym w komérce, czego efektem
jest czerwona fluorescencja [153]. Po zebraniu komodrek, dodano barwnik
i inkubowano przez 30 minut w 37°C. Nastepnie poziom fluorescencji zostat
zmierzony za pomocg cytometru przeptywowego FACSAria™ Ill, przy
ustawieniach dla kanatu PE (laser 561 nm, LP 556, BP 585/42).

3.3.5 Analiza tlenku azotu
Pomiar tlenku azotu (NO) wykonano z uzyciem barwnika DAF-FM, ktory

nie wykazuje fluorescencji do czasu zwigzania sie z NO. DAF-FM wigzgc sie

z NO tworzy zwigzek benzotiazolu, ktéry wykazuje zielong fluorescencje [154].
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Komorki zebrano z szalki, dodano barwnika, aby kohcowo stezenie
roztworu wynosito 1 yM stezenie i inkubowano przez 30 minut w 37°C. Nastepnie
zmierzono poziom fluorescencji dla kanatu FITC przy pomocy cytometru
przeptywowego - Becton Dickinson FACSAria lll, (laser 488 nm, LP 503, BP
530/30).

3.3.6 Flowing softwere
Analiza danych uzyskanych z cytometrii przeptywowej wykonana zostata przy

uzyciu programu Flowing Software wersja 2.5.1 (wydana 4.11.2013). Program
ten umozliwia tworzenie histogramow, wykresow punktowych oraz statystyki,
przy udziale zawartych regularnych narzedzi analitycznych. Jest to projekt
badawczy, ajego autorem jest Perttu Terho, Turku Centre for Biotechnology
University of Turku, Finland. Projekt ten miat na celu uzyskanie przyjaznego
| skutecznego narzedzia, dzieki ktéremu mozliwa bytaby analiza danych

Z przepustowoscig zarébwno wysokg jak i podstawowa.

3.4 Badanie zmian ekspresji genéw

Izolacje catkowitego RNA, reakcje odwrotnej transkrypcji i RT-gPCR,
przeprowadzano z zachowaniem szczegolnej ostroznosci, aby do mieszaniny nie
dostaty sie RNAzy, w tym celu sprzet, rekawiczki oraz blat roboczy przetarto

inhibitorem RNAz — LabZap firmy A&A Botechnology.

3.4.1 Izolacja catkowitego RNA
Izolacja zostata przeprowadzona na komoérkach kontrolnych oraz tych

potraktowanych induktorem. Komorki zebrane 2z naczyn hodowlanych
zawieszono w400 pl fenozolu, a nastepnie wykonano izolacje zgodnie
z protokotem zatgczonym do zestawu do izolacji catkowitego RNA firmy A&A
Biotechnology [155]. Po oczyszczeniu RNA wyptukano je z krzemionkowego
ztoza minikolumny dodajgc 50 pl wody jatowej. Po zakonczonej procedurze
zmierzono stezenie otrzymanego RNA, przy pomocy NanoDrop 2000 (Thermo

Fisher Scientific). Urzgdzenie to mierzy absorbancje prébek o objetosci od 0,5 ul
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do 2 pl, DNA, RNA jak réwniez biatek. Do badan genomicznych wykorzystywany
jest materiat niezdegradowany, majgcy odpowiednig czysto$¢ i jakosc¢, czego
miarg jest stosunek A260/A280, ktérego wartos¢ byta dla RNA powinna byc¢

wieksza niz 2.

3.4.2 Odwrotna transkrypcja
Uzyskane matrycowe RNA, poddane zostato odwrotnej transkrypcji

zestawem NG-dART firmy EURXx w wyniku, czego otrzymano cDNA. Reakcje
w obrebie eksperymentu byty przeliczane na podstawie pomiaru absorbancji na
maksymalng ilos¢ RNA, jakie mozna przepisac z probki o najmniejszym stezeniu.
Reakcje ztozono zgodnie z protokolem producenta [156], przygotowujgc
mieszanine reakcyjng RNA z wodg. Reakcje przeprowadzono w termocyklerze
(BioRad), inkubujgc w pierwszym kroku mieszaniny przez godzine w 50°C,
a nastepnie w celu terminacji reakcji kolejne 5 minut w 85°C. Otrzymane cDNA

przechowywano w -20°C, do czasu dalszych eksperymentéw.

3.4.3 Real-time-qPCR
llosciowa reakcja PCR w czasie rzeczywistym, czyli real-time-gPCR (RT-

gPCR), wykorzystana zostata do zbadania poziomu realtywnego przyrostu
ekspresji gendw w komorkach po zastosowaniu induktora $mierci ferroptotyczne;,
nastepujgcej w wyniku akumulacji produktow peroksydacji lipidéw. Metoda ta
polega na oznaczeniu ilosciowym cDNA, przepisanego na trensktyptach mRNA
badanych genow. W reakcji uzyty zostat barwnik fluorescencyjny SYBR® Green,
stuzgcy do detekcji amplifikowanego fragmentu cDNA, ktéry to wigze sie do
dwuniciowego DNA, jednak, co za tym idzie wigze sie roéwniez do
niespecyficznych produktow, takich jak primer-dimer (czgsteczki primeréw
potgczone ze sobg). Moze prowadzi¢ to do uzyskania wynikéw fatszywie
dodatnich [157].

Prébki rozplanowano na ptytke 96-dotkowg tak, aby na kazdy dotek
w reakcji dodawane byto po 1 ng cDNA. Mieszanine reakcyjng przygotowywano
na 3 dotki badane oraz 3 referencyjne i pot dotka zapasu. W probowce
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wymieszano kolejno wode, cDNA i RT PCR Mix SYBR® (A&A Biotechnology),

nastepnie zworteksowano

i zZwirowano,

a nastepnie podzielono na dwie

probowki. Reakcje przygotowywano na 15 ul na jeden dofek/reakcje zgodnie

z protokotem  producenta

[158]

(A&A Dbiotechnology).

Reakcja

zostata

przeprowadzona zgodnie z protokotem (Rys. 3), a dla kazdego z primerow uzyto

odpowiedniej temperatury przytgczania starteréw (Tabela 2) w kroku 3.
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Rysunek 3 Protokot temperaturowy reakcji RT-gPCR z programu CFX Maestro 1.1 firmy Bio-

Rad.

Tabela 2 Sekwencje primeréw uzytych w reakcji RT-qPCR i temperatura ich przylgczania w

reakcji PCR.

Gen Primer forward (5’- 3’) Primer reversed (5’- 3’) Tm (°C)
ACSL4 GCTATCTCCTCAGACACACCGA AGGTGCTCCAACTCTGCCAGTA 57
TFRC GGAGACTGTCCCTCTGACTGG GCTTCACATTCTTGCTTTCTGAG 57
FSP1 CTGCCCTTCTCTCATCTTATCCT CTGCCTCACCATGTCCTCATAG 62
TXN TGAAGCAGATCGAGAGCAAGAC TTCATTAATGGTGGCTTCAAGC 58
TXNRD1 TCCTATGTCGCTTTGGAGTGC GGACCTAACCATAACAGTGACGC 58
SLC7A11 TGGTCAGAAAGCCTGTTGTGT ATGGTCAGAGACATGCCCAC 57
NRF2 GCGACGGAAAGAGTATGAGC TTCTGACTGGATGTGCTGGG 57
GPX4 AGTGAGGCAAGACCGAAGTAA CTTCCCGAACTGGTTACACG 62
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IRP2 TGCTGTACGAAATTGTGATGGC CTTGAAGAAGAACACGGGCAG 62
PROM2 AGAGCACCTGACATTCACCC CTCGTACCGCACCACCTCAT 60,2
RPL41 TCCTGCGTTGGGATTCCGTG ACGGTGCAACAAGCTAGCGG 57-62

Gen RPL41 stosowany byt, jako gen referencyjny (ang. housekeeping gene,
geny porzadkowe), czyli taki, ktéry ulega stabilnej ekspresji we wszystkich
komorkach, niezaleznie od warunkéw, nalezy on do komérkowych szlakéw
metabolizmu podstawowego. Geny referencyjne sg trwale ekspresjonowane
niezaleznie od tkanki, stadium rozwoju, stanu cyklu komérkowego czy sygnatéw
zewnetrznych [159]. Reakcja przeprowadzona byta z uzyciem Real-Time 2xPCR
Master Mix SYBR A firmy A&A Biotechnology, o sktadzie:

Taq DNA polimeraza,
e dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
e MgCly,

e bufor reakcyjny z barwnikiem SYBR Green.

Dane otrzymane z reakcji RT-qPCR oraz analiza danych, obstuga
termocyklera oraz zbieranie danych, przeprowadzone =zostato za pomocag
programu Bio-Rad CFX Maestro 1.1 (Bio-Rad). Odczytane przez termocykler
wartosci cykli progowych Cq (Ct) postuzyty do obliczenia wzglednego poziomu
ekspresji badanych genéw w komérkach badanych (traktowanych erastyng) w
poréwnaniu do ekspresji wzgledem komoérek nietraktowanych (kontrolnych). W
celu obliczen skorzystano z metody R=2"2'[160]. Pomiary wykonano dla genu
referencyjnego (RPL41) oraz dla genéw markerowych smierci (Tabela 2). Dato to
mozliwos¢ obliczenia ratio, tzw. relatywnego przyrostu ekspresji (R), na bazie
intensywnosci poziomu fluorescencji danego genu w punkcie odciecia Cq
(CObadany 0raz Cdjreferencyjny), UZywajgc wzoru [160,161]:

ZACq badany(kontrola—préba badana)
R

= 24Cq referencjny(kontrola—préba badana)
gdzie:
R- relatywny przyrost ekspresji badanego genu, przyrost ilosci transkryptu w

prébie do genu referencyjnego
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ACQ badany - réznica wartosci cykli progowych (Cq) dla genu badanego,
nietraktowana préba minus traktowana,
ACQ referencyjny - r0znica wartosci cykli progowych (Cq) dla genu referencyjnego,

nietraktowana proba minus traktowana.

Obliczenia wykonywane zostaty w programie Microsoft Excel 2010.

3.5 Oznaczenie wewnatrzkomorkowego zelaza

Stezenie Zelaza zmierzono za pomocg zestwu Iron Stain Kit (Prussian Blue
Stain) (Abcam, ab150674). W celu pomiaru Zzelaza wewngtrzkomorkowego,
komorki wysiano po 200 tysiecy na szkietka nakrywkowe znajdujgce sie na ptytce
6-dotkowej, nastepnego dnia dodano induktor ferroptozy, erastyne w dwdch
dawkach, 5i 10 yM. Do barwienia tkanek zelazem, Iron Stain Kit (Prussian Blue
Stain) zastosowano zgodnie z procedurg producenta. Komorki na szkietku
ptukano wodg destylowang i barwiono roztworem zelaza przez 3 min. Morfologie
tkanki wizualizowano za pomocg dostarczonego roztworu czerwieni jgdrowej.
Nastepnie preparat utrwalono iwykonano zdjecia komérek na mikroskopie
w Swietle widzialnym (OLYMPUS, model aparatu: DP72).

3.6 Badanie zmian ekspresji bialek (metoda western blot)

Komorki wysiano po 400 tysiecy na ptytke 6-dotkowg, po 24 godzinach
indukowano roztworem erastyny w dwoch dawkach 5 i 10 uM. Po 24 godzinach
inkubacji catkowite lizaty biatkowe zebrano poprzez zeskrobaniek komorek
w buforze RIPA (1 xPBS, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% SDC, 50 mM NaF, 1 mM
PMSF) uzupelnionym mieszaning inhibitoréw proteazy (Roche Molecular
Systems, Inc; Rotkreuz, Szwajcaria). Prébki inkubowane byty na lodzie przez 15
minut, a nastepnie lizaty odwirowywano (4°C przez 15 minut przy 22 000 % g) i do
dalszych etapéw procedury wykorzystywano supernatant. Probki zawierajgce
takg samg ilos¢ biatka (30 pg) rozdzielono na zelach gradientowych
poliakryloamidowych (10 % lub 12 %) razem z markerami masy czgsteczkowej
(Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standards, Bio-Rad). Pétsuchy transfer na
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membrane nitrocelulozowg przeprowadzono stosujgc system Trans-Blot®
TurboTM (Bio-Rad). Membrane zablokowano 5% roztworem mleka przez
godzine (mleko rozpuszczone w TTBS) przemyto TTBS (0.25 M Tris—HCI (pH
7.5), 0.15 M NaCl, and 0.1% Tween-20) 3 razy po 10 minut w temp.
temperaturze pokojowej. Po odptukaniu niespecyficznie zwigzanych przeciwciat,
membrany inkubowano przez godzine w roztworze 5% mleka w TTBS z
przeciwciatem drugorzedowym. Immunodetekcje przeprowadzono przy uzyciu
odczynnikéw ECL z zestawu Western Bright Quantum (Advansta, San Jose, CA,
USA). Po aktywacji sygnatu wykonano zdjecia przy uzyciu G: BOX chemiXX6
(Syngene, Frederick, MD, USA). GAPDH wykrywano za pomocag
pierwszorzedowego kroliczego przeciwciata anty-human (1:5000), a nastepnie
skoniugowanego z HRP drugorzedowego mysiego przeciwciata anty-kroliczego
(1:10 000) (oba z Santa Cruz Biotechnology). Do wykrycia GPX4 uzyto
przeciwciata anty-human (1:500) firmy Proteintech z drugorzedowym anty-rabbit
(1:20 000) firmy Santa Cruz. Badanie zmian ekspresji biatek metodg western blot
wykonano we wspofpracy z dr Damianem Sojkg z Narodowego Instytutu

Onkologii w Gliwicach.

3.7 Badanie poziomu totalnego glutationu w komérce
(GSH/GSSG)
Komorki wysiano po 10 tysiecy na 96-dotkowej ptytce (Sarstedt, Niemcy). Do

pozywki hodowlanej dodano monochlorobiman (MCB; Sigma, Niemcy), ktory
penetruje komorki i reaguje z GSH, tworzgc zwigzek fluorescencyjny GSH-
monochlorobiman [162]. Prébki inkubowano ze zwigzkiem przez 30 minut, po
czym zmierzono fluorescencije przy dtugosci fali A=490 nm (wzbudzenie: 394 nm,
emisja: 490 nm), stosujgc czytnik ptytek (Infinite 200 PRO, Tecan, Mannedorf,

Szwajcaria).
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3.8 Oznaczenia zmian w mitochondrialnym potencjale
blonowym A¥Ym

Podczas indukcji Smierci komorkowej, jak rowniez procesow komérkowych
zwigzanych z produkcjg RFT w komorce dochodzi do zmian potencjatu na
wewnetrznej btonie mitochondrialnej. Spadek potencjatu skutkuje uwolnieniem do
cytoplazmy cytochromu c, wzrostem produkcji reaktywnych form tlenu, aktywacjg
kaspaz, a co za tym idzie indukcje apoptozy [49,84]. W celu okreslenia zmiany
potencjatu btonowego mitochondriéw (Aym), wykorzystany zostat ester
tetraetylorodaminy (TMRE, Sigma) - zwigzek specyficznie taczacy sie z
wewnetrzng strong bfony mitochondrialnej [108,163]. Dzien przed podaniem
induktora, komorki w ilosci 10 tysiecy siano na ptytke 96-dotkowg. Nastepnego
dnia komérki poddano indukcji erastyng i inkubowano kolejne 24 h. Po indukciji
do komoérek podawano roztwor TMRE o koncowym stezeniu 50 nM (Sigma), a
nastepnie inkubowano 20 minut w 37°C, probki przeptukano PBS i analizowano
za pomocg multifunkcyjnego czytnika ptytek Varioskan™ LUX (Thermo Fisher

Scientific, wzbudzenie: 547 nm, emisja: 585 nm).

3.9 Ocena zmian masy mitochondrialnej

Ocene zmiany masy mitochondrialnej w badanych komodrkach dokonano
wykorzystujgc barwnik fluorescencyjny 3,6-bis(dimetylamino)-10-nonyl akrydyne
(N-nonylo oranz akrydyny - NAO; Molecular Probes), barwnik ten wigze sie
z mitochondriami niezaleznie od ich potencjatu btonowego [164]. Dzien przed
podaniem induktora, komorki w ilosci 10 tysiecy siano na ptytke 96-dotkows.
Nastepnego dnia komérki poddano indukcji erastyng i inkubowano 24 h. Po
indukcji do komérek podawano roztwér NAO o koncowym stezeniu 100 nM
(Sigma), a nastepnie inkubowano 20 minut w 37°C, prébki przeptukano PBS i
analizowano za pomocg multifunkcyjnego czytnika ptytek Varioskan™ LUX
(Thermo Fisher Scientific). Poziom fluorescencji mierzono przy wzbudzeniu 489

nm, oraz emisji 525 nm.
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3.10 Mikroskopia TEM

Komorki traktowane erastyng w dwoch dawkach, 5 i 10 uM po uptywie 24
godzin utrwalono w 3% aldehydzie glutarowym w buforze kakodylanowym (pH
7,4) przez 60 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie komorki przemyto
kilkakrotnie w buforze kakodylanowym (pH 7,4) i po ostatnim przemyciu komorki
w buforze ogrzano do 37°C. Nastepnie usunieto bufor i takg samg objetos¢ 2%
agarozy niskotopliwej (o niskiej temperaturze zelowania (typ VII, Sigma-Aldrich),
szybko dodano do komaérek i pozostawiono na 15 minut w temperaturze 37°C. Po
tym czasie komorki usunieto z szalek i przeniesiono do probéwek eppendorfa, w
celu odwirowania przy 2000 g przez 2 minuty w temperaturze 37°C. Na koniec
probowki eppendorfa z komérkami w agarozie umieszczono w lodéwce na 30
minut i utwardzone bloki agarozowe pocieto na mate kawatki.

Nastepnie zatopione komoérki utrwalono w 1% tetratlenku osmu i odwodniono
w szeregu etanolu (50%, 70%, 90% i 96%) i tlenku propylenu. Nastepnie probki
infiltrowano mieszaninami 2:1 (obj.:obj.) i 1:2 (obj.:obj.) tlenku propylenu/Epon
812, zatopiono w zywicy epoksydowej Epon 812 (SERVA Electrophoresis GmbH
— Heidelberg, Niemcy), a nastepnie polimeryzowano przez 48 godz. w 60°C.
Ultracienkie skrawki wycieto z reprezentatywnych prébek nozem diamentowym
(45°C; Diatom AG, Biel, Szwajcaria) przy uzyciu Power Tomo PC RMC
Boeckeler, zamontowano na siatkach miedzianych o oczkach 300 i wybarwiono
0, 5% wodnym roztworem octanu uranylu i cytrynianem otowiu za pomocg
barwnikiem Leica EM AC 20. Po wysuszeniu ha powietrzu siatek zbadano je w
transmisyjnym mikroskopie elektronowym TECNAI™ G2 12 Spirit BioTWIN (FEI,
Eindhoven, Holandia) przy 120 kV. Obrazy z reprezentatywnych regiondéw zostaty
zarejestrowane za pomocg kamery Morada CCD (Olympus Soft Imaging System
Solutions GMBH, Munster, Niemcy). Obrazowanie wykonano we wspétpracy z dr
Darig Gendosz de Carillo oraz mgr inz. tukaszem Mielanczykiem z Katedry i
Zakladu Histologii i Patologii Komérki w Zabrzu-Rokitnicy, Slaskiego

Uniwersytetu Medycznego w Katowicach.
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3.11 Analiza poziomu oksydacji lipidéw
Ocene poziomu oksydacji wykonano na dwa sposoby: poprzez odczyt

fluorescencji na czytniku fluorescencyjnym oraz mikroskopie konfokalnym
(rozdziat 3.12).

Komorki w ilosci 10 tysiecy na dotek wysiano na ptytke 96-dotkowg na dzien
przed eksperymentem. Nastepnego dnia komérki inkubowano przez 30 min
w 37°C z C11-BODIPY (581/591) (Cayman) w koncowej ilosci 1 uM, nastepnie
dwa razy przeptukano PBS i dodano erastyne w dwéch dawkach, 5 i 10 pM.
Odczyt wykonano na czytniku ptytek wielofunkcyjnym Varioskan™ LUX (Thermo
Fisher Scientific, wzbudzenie: 484/581; emisja: 510/610).

3.12 Mikroskopia konfokalna

Komdérki wysiano w ilosci 20-25 tysiecy (w zaleznosci od linii tak, aby mozna
byto obejrze¢ pojedyncze komorki) na ptytke do obserwacji mikroskopowych, ze
szkietkiem na $rodku ptytki (u-Dish 35 mm, ibidi), o powierzchni 3.5 cm?, na dzien
przed eksperymentem. Nastepnego dnia komérki inkubowano przez 30 min w
37°C z C11-BODIPY (581/591) (Cayman) w koncowej ilosci 1 uM, nastepnie dwa
razy przeptukano PBS i dodano erastyne w dwoéch dawkach, 5 i 10 uM. Po
uptywie 24 h sygnaly zostaly przechwycone przy uzyciu mikroskopu
konfokalnego Olympus FluoView FV1000 ™ (Olympus LS, Tokio, Japonia),
akwizycje wykonano w dwoéch kanatach: (zielony) 493/552 nm oraz (czerwony)
570/670 nm. Otrzymane obrazy przetwarzano i zapisywano przy uzyciu

programu Imaris Viewer 10.0.0 (Oxford instruments).
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3.13 Efekt sgsiedztwa (Bystander Effect)

Erastyna

s, 72h

) ¢

24h

Rysunek 4 Schemat eksperymentu ko-inkubacji do badania sygnalizacji miedzykomérkowe;.
Utworzono za pomocg BioRender.com.

1205Lu/451Lu
==
’,

HaCaT

W eksperymentalnym uktadzie zbadano odpowiedz biologiczno-chemiczng
w komérkach, ktore nie byly bezposrednio poddane dziataniu erastyny. W tym
przypadku induktorem ferroptozy byta erastyna podana bezposrednio do insertow
(Falcon) z czerniakami. Po uptywie 24 godzin od wysiania komoérek, inserty
z komérkami czerniaka potgczono z ptytkg, gdzie hodowano prawidtowe
keratynocyty dalszg ko-inkubacje prowadzono przez kolejne 72 godziny. Po
zbadaniu ekspresji gendw markerowych, w populacjach bezposrednio
traktowanych erastyng (czerniakach) i ko-inkubowanych (keratynocytach)
oceniono charakter sygnalizacji miedzykomérkowej. Zbadano ekspresje gendéw

markerowych dla stanu zapalnego i ferroptozy.

3.14 Edycja genomu metoda CRISPR/Cas9
Komorki HaCaT, wysiano na ptytki 24-dotkowe w konfluencji 70%-80%,

nastepnego dnia przeprowadzono transfekcje zgodnie =z protokotem.
Zastosowano Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent (Invitrogen™) oraz 1
Mg plazmidu Glutathione Peroxidase 4/GPX4 Double Nickase Plasmid (Santa
Cruz Biotechnology), nukleaza przecina DNA na obu niciach, tworza¢ pekniecia
trudne do naprawy. W pierwszym kroku przygotowano mieszanine lipofektaminy
oraz plazmidu, inkubowano przez 5 minut z pozywkg bez surowicy i antybiotyku
w temperaturze pokojowej, w ciemnosci. Nastepnym krokiem byto potgczenie
lipofektaminy z plazmidem i inkubacja przez 20 minut w temperaturze pokojowej,
bez dostepu swiatta. Po inkubacji dodano przygotowang mieszanine do komorek
i pozostawiono na 4 do 5 godzin, do momentu, obserwacji zmiany kondycji
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komorek. Po zakonczonej inkubacji wymieniono pozywke na Swiezg. Po 24
godzinach skontrolowano proces transfekcji na mikroskopie fluorescencyjnym, na
kanale GFP, JuLl_FL™ (NanoEntek, Seul, Korea Potudniowa), byto to mozliwe,
dzieki zakodowanemu genowi GFP na jednym z podanych plazmidéw. Po ptywie
48 h od transfekcji, medium zmieniono na selekcyjne z puromycyng, co réwniez
byto mozliwe dzieki zakodowanej opornosci na puromycyne na jednym
z plazmiddéw. Po kolejnych 72 h wymieniono medium na petne, bez puromycyny.
Zebrano komorki na western blot, a nastepnie sprawdzono poziom biatka GPX4.
W przypadku uzyskania niecatkowitego wyciecia, przeprowadzono selekcje
klonalng, wysiewajgc po jednej komorce (1/dotek) na dotek ptytki 96-dotkowe;.
W wyniki proliferacji wyprowadzone kolonie przenoszono na coraz wigksze
naczynia. Wykonano genetyczng i proteomiczng walidacje wyprowadzonych
klonéw, sposréd nich wybrano: klony kontrolne, (ktére przeszty przez proces
transfekcji, ale nie majg zmiany w obrebie genu) oraz takie z catkowitym
wycieciem genu GPX4. Dla sprawdzenia, czy zmiany w obrebie badanej
sekwencji genu zaszty w sposéb zamierzony, poréwnano sekwencje
wprowadzanych plazmidow z sekwencjg edytowang w genomie gospodarza
(uzyskane od producenta), do nich zaprojektowano startery znajdugce sie

powyzej i ponizej miejsc ciecia technologig CRISPR/Cas9:

..GTTTAAGGAGGAGGAGCGTTCAGGTCTTCAGGGCCGCAGGGCCTC
GGTGTCCCCGCCACCGACCCGCTCCCGATCCCTTCCTGCCTCAGGG
TCCCGGGCTCAGCCTCCCGTCCACGCTCCCTGCTCAGCTTCCTTTGC
CTTGCAGTGCGCGTCCCGGGACGACTGGCGCTGTGCGCGCTCCATG
CACGAGTTTTCCGCCAAGGACATCGACGGGCACATGGTTAACCTGGA
CAAGTACCGGTGGGCGCTCGCCTGGGGTGGGGLCGCGGEGGTCGGGL
CCTGGGAGGGGGCCGTGTTCTTCTGCGCTGACGCCGCCGATCCTCG
CAGGGGCTTCGTGTGCATCGTCACCAACGTGGCCTCCCAGTGAGGC
AAGACCGAA...

W modyfikowanym fragmencie genu GPX4, kolorem czerwonym i niebieskim
zaznaczono szukane sekwencje sgRNA z plazmidu, natomiast na fioletowo
sekwencje, dla ktérych zaprojektowano startery. Przeprowadzenie reakcji
amplifikacji fragmentu modyfikowanego genu, z zastosowaniem zestawu
zaprojektowanych starterbw pozwala na potwierdzenie Iub wykluczenie

wprowadzonej zmiany na poziomie ilosciowym - dopiero zsekwencjonowanie
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amplikonébw pozwala na catkowite potwierdzenie/wykluczenie wprowadzonej

zmiany (edycji genu).

3.15 PCR ilosciowy

Z osadu komorkowego wyizolowano DNA uzywajgc zestawu Genomic Mini
firmy A&A Biotechnology. Zmierzono stezenie DNA i przeliczono, aby w obrebie
eksperymentu kazda analizowana probka miata takg samg ilos¢ DNA. Reakcje
przygotowano przy uzyciu zestawu KAPA2G Robust DNA Polymerase (Roche).
Zaprojektowano startery GPX4 o nastepujgcej sekwenc;ji:

F: GAGGAGCGTTCAGGTCTTCA
R: GTGACGATGCACACGAAGC

Przygotowane reakcje wstawiono do termocyklera i ustawiono protokot

termiczny:

95°C 3 minuty;

95°C, 20 sekund;

62,2°C, 45 sekund;

72°C, 40 sekund;

Powrét do punktu 2, 40 cykii;
72°C, 4 minut.

S T o\

3.16 Analiza bioinformatyczna baz danych

Wykonano analize baz danych pod katem sprawdzenia ekspresji genow, dla
tych, ktérych ekspresiji nie potwierdzono reakcjg RT-gPCR - niski poziom bazowy
w komorkach lub catkowity brak ekspresji w badanej linii komorkowej. Wykonano
analize sieci regulacji (ang. regulation network). Analize wykonano w oparciu
o dane zdeponowane w bazach NCBI i cBioportal, FerrDb V2 [165]. W bazach
tych znajdujg sie dane z wielu eksperymentéw, w cBioportal mozna poréwnac
rézne typy nowotworéw, sprawdzi¢ profii genu dla danej tkanki. Baza ta
umozliwia wygenerowanie, na podstawie wykonanej online analizy, wykreséw

wréznych formach, wizualizacji danych oraz umozliwia na pobieranie
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wygenerowanych danych do dalszej i samodzielnej analizy. Dane zawarte
w bazie dotyczg genomiki nowotworow.

FerrDb jest pierwszg bazg danych, ktére zostaty potwierdzone
eksperymentalnie regulatorami i markerami ferroptozy oraz skojarzeniami
ferroptozy z chorobg. Adnotacje wygenerowane sg z aktualnie dostepnych
artykutéw ferroptozy w bazie publikacjiPubMed. Baza aktualizowana jest, co 6

miesiecy (ostatni dostep w dniu 30.06.2023).

3.17 Analiza statystyczna

Wszystkie wyniki przedstawiono, jako $rednig z co najmniej trzech
biologicznych powtérzeh. Poziom istotnosci zmian w obrebie préb badanych,
wzgledem kontroli (préby nietraktowanej), wyznaczono za pomocg testu T-

Wkn

studenta, gdzie istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

3.17.1 Test Q

Wszystkie  wykresy utworzone zostaty ze $rednich  wynikéw
eksperymentalnych, nastepnie natozono na nie odchylenia standardowe.
Nastepnie wykonano test Dixona (test Q), aby wyeliminowaé wartosci odstajgce.
Wyniki uporzadkowano w ciggu rosngco, a nastepnie obliczone zostaty
parametry R, Q1 i Q2.

X2 T X

0 ="

_ Xn T Xp—1
Q="
0=2

Q2

gdzie: R - wartos$é rozstepu; xn - n-ty wyraz ciggu; Q1/Q2 - wartosci testu Q.
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Wartosci Q1 i Q2 poréwnywane byty z wartoscig krytyczng Qkr odczytang
z tabeli przedziatu ufnosci. Jesli ktoras z nich przekraczata wartos¢ Qkr

odrzucana zostata pierwsza lub ostatni wyraz ciggu [166].

3.17.2 TestT

Test t-studenta jest testem parametrycznym, ktéry polega na poréwnaniu
ze sobg dwdch zbioréw usrednionych wartosci liczbowych. Test ten zastosowano
w celu okreslenia, czy roznice w liniach komérkowych sg istotne statystycznie.
Test zaktada hipoteze, ze Srednie w grupach nie roznig sie od siebie, na

ustalonym poziomie istotnosci 0,05 [167].

3.17.3 Wspoétczynnik korelacji Pearsona

Wspotczynnik Pearsona zastosowano w celu okredlenia, czy pomiedzy
otrzymanymi wynikami, stanowigcymi zmienne prostoliniowe w przedziale
domknietym [-1,1], istnieje korelacja. W zatozeniu wspoditczynnika Pearsona,
zwiekszenie wartosci jednej z cech powoduje proporcjonalne zmiany $rednich
wartosci drugiej cechy (wzrost lub spadek). Na podstawie Tabeli 3, korelacje

interpretowano, jako silne, stabe, ujemne lub dodatnie [168,169].

Tabela 3 Interpretacja poziomu korelaciji.

KORELACJE UJEMNE DODATNIE
StABE -0,5do 0,0 0,0do 0,5
SILNE -1,0 do -0,5 0,5do 1,0
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4. Wyniki

Z literatury wiadomo, ze czes¢ komorek wykazuje wrazliwos¢, a czesc
opornos¢ na dany rodzaj $mierci. Przyktadowo komorki HL60 uznawane sg za
wrazliwe na ferroptoze [107]. Pomiar wykonano na dziesieciu réznych liniach
komorkowych, réznigcych sie pochodzeniem tkankowym, stopniem ztosliwosSci
nowotworu, statusem zdrowe/nowotworowe, oraz statusem biatka p53 (typ dziki

lub knock-out).

4.1 Zywotnos$é komoérkowa i odpowiedz mitochondrialna

Pierwszym testem wykonanym po stymulacji komérek induktorem $mierci byt
test na aktywnos¢ mitochondrialng/zywotnos¢ MTT/MTS. Miat on na celu
zobrazowanie kondycji komoérek po zastosowaniu induktora oraz umozliwi¢
okreslenie wartosci ICsp. Poczatkowo badano zakres stezeniowy podawanej
erastyny od 100 nm do 20 uM, a nastepnie na podstawie wynikow i obliczen ICsg
dla réznych linii wybrano dwie dawki, 5i 10 uM. Dla wiekszo$ci komorek dawki te

oscylowaty w zakresie wartosci wyznaczonych |Csy.

Test MTT dla komoérek HaCaT
es o Rkt Test MTT dla komérek 1205Lu

120

100

- *
—
100
80 40
60 X
= 60
wv
40 40
0 0
0 5 10 0 5 10

Dawka [uM] Dawka [uM]

SF[%]

Test MTT dla komérek 451Lu 120 Test MTT dla komodrek Me45
140
120 100
100 80
g 80 g &
= 60 =
40 40
20 20
0 0
0 5 10 0 5 10
Dawka [uM] Dawka [uM]
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E Test MTT dla komérek HCT116 Test MTT dla komorek HCT116

120 p53+/+ 120 p53-/-
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Rysunek 5 Zywotno$é komérek 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy, erastyny w

dwoch dawkach 5i 10 uM; test MTT. Wartosci przedstawiono jako srednig + odchylenie

standardowe. Istotno$¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

Zywotno$é potraktowanych komérek okreslono za pomocg testu MTT, a

komorki  kontrolne (nietraktowane) opisywano na wykresach, jako populacje

traktowane dawkg 0 pM. Aktywno$¢ mitochondrialna, ktéra przektada sie

bezposrednio na zywotnos¢ i proliferacie komorek, wykazata, ze dodanie

induktora ferroptozy w dwoch dawkach, 5 uyM i 10 uM do rdéznych linii

komérkowych daje zmienne i rozne odpowiedzi. Obserwowano spadek

aktywnosci mitochondrialnej o 5 %, do nawet 70-80 %. Dodanie induktora do
HaCaT (Rys 5A), 451Lu (Rys. 5C) oraz Me45 (Rys. 5D) spowodowato niewielki
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spadek zywotnosci, do okoto 90-80 %, w HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/- do
okoto 70%. Natomiast w komoérkach HL60 (Rys. 5G), NHDF (Rys. 51) oraz K562 i
A549, przy dawce 10 uM do okoto 60%. Najmniejszg przezywalnoscig
odpowiedziaty komorki 1205Lu, gdzie po potraktowaniu erastyng spadta ona do
20%.

4.2 Cykl komérkowy
Na wykresach ponizej (Rys. 6 A-H) przedstawiono zestawienie procentowe]
ilosci komoérek w poszczegodlnych fazach cyklu, w kontroli oraz komoérkach

poddanych indkucji erastyna.

Cykl komérkowy w komérkach HaCaT Cykl komérkowy w komérkach
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Rysunek 6 Cytometryczna analiza cyklu komoérkowego, 24 godziny po dodaniu induktora
ferroptozy, erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono, jako srednig +
odchylenie standardowe.

Nie zaobserwowano zmian w cyklu komérkowym po dodaniu induktora

ferroptozy. Jedynie linia czerniaka 1205Lu nienacznie zablokowata sie w fazie
G1/GO (blokada cyklu) po erastynie w dawce 5 yM (Rys. 6 B).

4.3 Smieré apoptotyczna i nekrotyczna

Na podstawie uzyskanych wynikéw z zywotnosci pojawito sie pytanie, czy

indukujgc sSmier¢ zwigzang z akumulacjg zelaza, ferroptoze specyficznym

induktorem nie aktywowano dodatkowo w traktowanych komorkach Sciezki

apoptozy lub nekrozy.
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Poziom apoptozy w komdrkach

Poziom apoptozy w komdrkach
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Rysunek 7 Cytometryczna analiza poziomu apoptozy i nekrozy w komaérkach 24 godziny po
dodaniu induktora ferroptozy, erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono,
jako srednig + odchylenie standardowe.

Nie obserwowano apoptozy ani nekrozy w komérkach traktowanych induktorem

Smierci ferroptotycznej. Wynik ten swiadczy o braku toksycznosci erastyny wobec

69



komorek, w dawkach uzytych w badaniach oraz o specyficznosci dziatania

induktora.

4.4 Poziom reaktywnych form tlenu

Pomiar poziomu reaktywnych form tlenu miat na celu sprawdzenie
powigzania miedzy blokadg antyportera xC™ zwigzanego z dodaniem induktora,

erastyny, a produkcjg RFT.

Poziom reaktywnych form tlenu

Fold Change

0 5 10
Dawka erastyny [uM]

B HCT116 p53 +/+ MHaCaT MHL60 M 1205Lu ®m Me45 m451Lu K562 HCT116 p53-/-

Rysunek 8 Poziom reaktywnych form tlenu w badanych liniach po indukcji $mierci
komorkowej erastyng w dwdch dawkach 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Wyniki testu CellRox Green po dodaniu do komoérek erastyny nie daty
jednoznacznego rezultatu (Rys. 8). W niektérych liniach komdrkowych
obserwowano znaczny wzrost poziomu RFT: HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/-,
HaCaT czy 1205Lu, zaréwno przy nizszej, jak i wyzszej dawce erastyny. W
przypadku HI6O0 i Me45 poziom RFT byt zblizony do kontrolnego, podczas gdy dla
linii 451Lu i K562 obserwowano spadek (Rys 8). Wzrost poziomu reaktywnych
form tlenu ukazuje wrazliwos¢ komorek na stres zwigzany z blokadg antyportera

cysteinowo/glutaminowego.
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4.4.1 Poziom anionordnika ponadtlenkowego

Poziom anionorodnika ponadtlenkowego

2,5

Fold change

0 5 10
Dawka [uM]

B NHDF ® HaCaT mHL60 M Lul205 m Lu451 m Med5 m K562 m HCT116 p53 +/+ 11 HCT116 p53-/-

Rysunek 9 Poziom anionorodnika ponadtlenkowego 24 godziny po dodaniu induktora
ferroptozy, erastyny w dwéch dawkach 5i 10 yM. Wartoéci przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe. Istotnos$¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

Dodanie do komodrek erastyny spowodowato rézng odpowiedz komérek (Rys.
9). Dla czesci komérek obserwowano znaczny wzrost poziomu anionorodnika:
HCT116 p53-/-, HaCaT czy NHDF zaréwno przy nizszej, jak i wyzszej dawce,
w przypadku HCT116 p53+/+, poziom byt zblizony do kontrolnego, a dla

pozostatych linii obserwowano spadek (Rys. 9).
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4.4.2 Poziom tlenku azotu

Poziom tlenku azotu
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Rysunek 10 Poziom tlenku azotu 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy, erastyny w
dwoch dawkach 5 i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie standardowe.
Istotno$¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

Dodanie do komoérek erastyny nie miato wptywu na zmiane poziom tlenku
azotu (Rys. 10). We wszystkich badanych liniach poziom NO byt stabilny
i podobny do kontroli, jedynie w komérkach HCT116 p53 -/-, zaréwno przy

nizszej, jak i wyzszej dawce obserwowano wzrost produkcji NO (Rys. 10).

4.5 Ekspresja genéw odpowiedzialnych za przetaczanie sie

typow smierci

Poziom transkryptu w komorkach nie jest zawsze bezposrednim

odzwierciedleniem poziomu biatek kodowanych przez geny.

tgcznie w doktoracie przeanalizowano 10 genéw zwigzanych z S$mierciami
komorkowymi. Uzyskujgc wstepne wyniki z cytotoksycznosci, analizy
cytometrycznej RFT oraz poziomu apoptozy/nekrozy wyznaczono geny markerowe

dla zbadania pozioméw ich ekspresji, tym samym charakteryzujgc specyficzne Sciezki
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Smierci. W pierwszym kroku skupiono sie na analizie regulacji procesu oksydacji lipidéw
(podrozdziat 4.5.1; Rys. 11).

4.5.1 Ferroptotyczny szlak peroksydacji lipidow
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Rysunek 11 Schemat ferroptotycznego szlaku peroksydacji lipidéw. Na podstawie [165,166],
utworzono za pomocg BioRender.com

4511 TFRC

Biatko receptora transferryny (TFRC) odpowiedzialne jest za transport Zzelaza
ze srodowiska pozakomorkowego do wnetrza komoérek za posrednictwem
transferryny. Jego nadekspresja powoduje nagromadzenie jonéw katalizujgcych

powstanie RFT, co w konsekwencji moze doprowadzi¢ do ferroptozy (Rys. 11).
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Rysunek 12 Poziom mRNA TFRC w komérkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoéch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$c¢ statystyczng oznaczono “*?, przy wartosci p<0,05.

W komodrkach prawidtowych skéry, HaCaT, obserwowany byt spadek
ekspresji TFRC podobnie w komorkach nowotworowych Me45 (Rys. 12 A i D),
zwlaszcza przy wyzszej dawce, co byto rowniez istotne statystycznie. W
przypadku czerniaka 1205Lu i 451Lu obserwowany byt wzrost ekspresji, co
korelowato dodatnio z dawkg podawanej erastyny (Rys. 12 B i C). W przypadku
komorek jelita grubego HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/- obserwowano spadek
ekspresiji juz przy dawce 5 uM oraz wzrost przy dawce 10 uM. Podobny profil
ekspresji reprezentowata linia biataczki K562, a w HL60 obserwowano réwniez
spadek dla dawki 10 pM. Linia prawidtowych fibroblastow odpowiedziata na
indukcje ferroptozy wzrostem ekspresji przy obu dawkach (Rys. 12 ), natomiast
linia raka ptuc A549 (Rys.12 J) wykazata wzrost tylko przy nizszej dawce oraz
spadek (istotny statystycznie) dla wyzszej dawki. Uzyskane ekspresje dla genu

TRFC sg tkankowo-zalezne i charakterystyczne dla testowanych linii.

45.1.1.1 Analiza ilosci zelaza w komoédrkach

Sprawdzono rézniez czy poziom zelaza zmienia sie w komoérkach po indukcji

ferroptozy. Ponizej przedstawono wyniki dla dwych linii HaCaT oraz 1205Lu.
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Rysunek 13 Barwienie btekitem pruskim zelaza w komérkach HaCaT. Kontrola (A), po
dawce erastyny 5 uM (B), po dawce 10 uM (C). Zelazo wybarwione na kolor jasnoniebieski, jgdra
- czerwony, cytoplazma komorki - rozowy.

Rysunek 14 Barwienie bfekitem pruskim zelaza w komérkach 1205Lu. Kontrola (A), po
dawce erastyny 5 uM (B), po dawce 10 uM (C). Zelazo wybarwione na kolor jasnoniebieski, jgdra
- czerwony, cytoplazma komorki - rozowy.

Btekit pruski jest specyficzny dla zelaza (Fe®'). Barwienie biekitem pruskim
wskazuje na wyzszg zawartos¢ zelaza w komérkach nowotworowych (1205Lu),
po zastosowaniu induktora w obu dawkach obserwowane sg btekitne skupiska
w komoérkach (wybarwione zelazo). Natomiast skupisk nie obserwowano
w komérkach prawidtowych HaCaT. Obserwacje te sg spojne z wynikami dla
receptora transferryny (TFRC), ktoéry odpowiada za transport zelaza do komorek
ze Srodowiska pozakomorkowego za posrednictwem transferryny. Ekspresja
genu kodujgcego biatko TFRC jest kluczowa dla poczgtkowej fazy ferroptozy.
W komorkach nowotworowych wystepuje zwiekszona ekspresja tego receptora,
przez co w konsekwencji dochodzi do akumulacji zelaza w komérkach. Wyniki
uzyskane dla obu linii z reakcji RT-qPCR potwierdzajg wzrost ekspresiji receptora
w komérkach nowotworowych (Rys. 12.B) oraz spadek ekspresji w komoérkach
prawidlowych (Rys. 12.A). Na podstawie obrazowania kumulacji zelaza
w komérkach wynika, ze jego poziom w komodrkach HaCaT jest bardzo niski
(Rys. 13), podczas gdy skupiska zelaza zaobserwowano w komoérkach czerniaka,

1205Lu (Rys. 14). Wyniki uzyskane z badania poziomu ekspresji receptora
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TFRC, jak i te obserwowane podczas barwienia btekitem pruskim, w przypadku

obu linii wykazujg dodatnig korelacje.

45.1.2 ACSL4
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Poziom mRNA ACSL4 w komérkach
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Rysunek 15 Poziom mRNA ACSL4 w komoérkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Wyzszg ekspresje ACSL4 obserwuje sie w komoérkach, ktére wykazujg
wrazliwos¢ na ferroptoze, natomiast wyciszona ekspresja tego genu wystepuje
w komoérkach niewrazliwych na ten rodzaj regulowanej smierci. W komorkach
prawidtowych skoéry, HaCaT, obserwowany byt spadek ekspresji ACSL4
podobnie w komérkach nowotworowych 451Lu i Me45 (Rys. 15 Ai C, D). W
przypadku czerniaka 1205Lu, fibroblastow NHDF, biataczki HL60 i komorek
nowotworowych ptuc obserwowany byt wzrost, co korelowato dodatnio z dawkg
erastyny (Rys. 15 B, G, |i J). W przypadku komérek raka jelita grubego HCT116
p53+/+ i HCT116 p53-/- obserwowano spadek przy dawce 5 uyM oraz poziom
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zblizony kontroli przy dawce 10 uM. Podobny profil ekspresji reprezentowata linia
biataczki K562 (Rys. 15 H).

45.1.3 FSP1
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Rysunek 16 Poziom mRNA FSP1 w komdrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoéch dawkach 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$c¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Biatko FSP1 uwazane jest za wazny czynnik opornosci na ferroptoze,
wykazuje zwiekszong ekspresje w komdérkach opornych na ten rodzaj smierci.
W komérkach prawidtowych skory, HaCaT oraz NHDF (Rys. 16 A i I), jak rowniez
w komérkach biataczki HL60 i K562 (Rys. 16 G) obserwowany byt wzrost
ekspresji genu FSP1 podobnie w komérkach nowotworowych 451Lu i Me45
(Rys. 16 C i D). W przypadku komorek jelita grubego HCT116 p53+/+
obserwowano spadek przy obu dawkach, natomiast dla komoérek HCT116 p53-/-

przy dawce 5 uM oraz wzrost przy dawce 10 uM (Rys. 16 E i F).

4514 PROM2
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Poziom mRNA PROM2 w komadrkach
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Rysunek 17 Poziom mRNA PROM2 w komorkach 24 godziny po dodaniu induktora

ferroptozy, erastyny w dwoéch dawkach, 5i 10 yuM. Wartosci przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Ekspresja PROM2 w komodrkach zapobiegta wzrostowi zelaza, jednoczesnie

chronigc przed ferroptozg. Jej ekspresje w komorkach uwaza sie za wyznacznik
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opornosci na ferroptoze, poniewaz napedza ona tworzenie sie ciatek wielo-
pecherzykowych zawierajgcych ferrytyne i egzosomow, ktére transportujg zelazo
na zewnagtrz komorki, hamujgc tym samym ferroptoze [105]. Komorki nie
wykazaty ekspresji tego genu, poza dwoma liniami: prawidtowymi komdérkami
skory HaCaT (Rys. 17 A) i linig biataczki K562 (Rys. 17 H). Wyniki te
potwierdzajg wczesniejsze przypuszczenia o opornosci tych linii na

ferroptotyczng smier¢, gtownie zwigzang z peroksydacjg lipidow.

4.5.2 Szlak SLC7A11/GPX4

Szlak SLC7A11/GPX4 jest okre$lany, jako kanoniczna obrona przed
ferroptozg ze wzgledu na wspomaganie wewnatrzkomérkowej syntezy glutationu,
tagodzgc peroksydacje lipidow. Hamowanie SLC7A11 powoduje wyczerpanie
GSH, a to prowadzi do obnizenia poziomu GPX4, prowadzgc do uszkodzenia
btony komodrkowej/subkomérkowej spowodowanej nagromadzeniem zaleznych

od zelaza nadtlenkow lipidéw [170].

erastyna —

SLC7A11

—

cysteina

¥ 00X

v
Coons ) — —
lizosom [

N,

Fe? uszkodzenie
mitochondrium
ferroptoza

Rysunek 18 Szlak blokady antyportera cysteinowo/glutaminowego w komoérce. Utworzono za
pomocg BioRender.com
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45.2.1 SLC7A11
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Rysunek 19 Poziom mRNA SLC7A11 w komérkach 24 godziny po dodaniu induktora
ferroptozy, erastyny w dwoéch dawkach, 5i 10 yuM. Wartosci przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.
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Cysteina jest proteinogennym aminokwasem, petnigcym wszechstronng role
w syntezie biatek, modyfikacji potranslacyjnych i utrzymaniu stanu redoks. Stuzy,
jako prekursor ograniczajgcy szybkos¢ tworzenia glutationu, tripeptydu
sktadajgcego sie ztrzech aminokwaséw — cysteiny, glutaminianu i glicyny
najobficiej wystepujgcego przeciwutleniacza komérkowego. Zewnatrzkomérkowa
cystyna jest importowana do komérki przez SLC7A11, biatka btonowego
antyportera cysteino/glutaminowego, a nastepnie przeksztaticana w cysteine w
reakcji redukcji zuzywajgcej NADPH. Nastepnie cysteina jest wykorzystywana do
syntezy GSH w dwuetapowym procesie. Gen kodujgcy biatko antyportera
cysteino/glutaminowego jest na ogét mato ekspresjonowany w komorkach
[170,171]. Brak ekspresji lub obnizenie prowadzi do zmniejszenia wychwytu
cystyny i zwiekszenia wrazliwoéci na ferrotoze, odwrotnie, regulacja w gore
ekspresji SLC7A1l prowadzi do opornosci na ferroptoze [172]. Traktowanie
komérek inhibitorem tego antyportera spowodowato w czesci badanych linii
komdrkowych wzrost ekspresji genu SLC7A11 (Rys. 19).
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Rysunek 20 Poziom mRNA GPX4 w komdrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

Biatko kodowane przez gen GPX4 nalezy do rodziny peroksydaz
glutationowych, ktérych cztonkowie katalizujg reakcje redukci nadtlenku wodoru,
wodoronadtlenkow organicznych i wodoronadtlenkéw lipidéw, przez co chronig
komorki przed uszkodzeniami oksydacyjnymi. GPX4 byt uwazany za marker
ferroptozy; wiadomo, ze ferroptoza jest wynikiem niepowodzenia systemu
antyoksydacyjnego opartego na glutationie. GPX4, ktéry jest transkrypcyjnie
regulowany w goére, co prowadzi do hamowania ferroptozy [173]. Blokada
antyportera przez erastyne, w wyniku czego nastgpito zubozenie komorki

w cysteine spowodowata wzrost ekspresji tego genu we wszystkich badanych
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liniach (Rys. 20). Natomiast przy dawce 5 uM obserwowano spadek ekspresji

genu w komérkach keratynocytow (Rys. 20 A).

4.5.3 Czynniki jadrowe

NADPH/H*

Rysunek 21 Szlak tarczy tioredoskynowej w komorce.
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Rysunek 22 Poziom mRNA TRX w komodrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwéch dawkach, 5i 10 yuM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

TRX jest kluczowym biatkiem, ktéry tgczy metabolizm redoks i funkcje biatek
zwigzanych z zelazem. Wszystkie linie wykazaty wzrost ekspresji tego genu po
indkcji erastyng, a wzrost ten dodatnio korelowat z dawkg (Rys. 22).
Zaobserwowano spadek ekspresji w dawce 5 pM dla komérek HaCaT oraz
HCT116 p53-/- (Rys. 22 Ai F).
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Rysunek 23 Poziom mRNA TRXrd w komdrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwéch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

TXRrd przyczynia sie do zmniejszonej wrazliwosci komérek na induktor
ferroptozy, erastyne. Jest réwniez niezbedny do redukcji utlenionej formy
tioredoksyny (Rys. 21); przez co moze dalej petni¢ funkcje antyoksydanta.
Obserwowany byt wzrost ekspresji we wszytskich liniach komérkowych przy
obydwu dawkach erastyny; z wyjatkiem linii HaCaT i HL60, przy dawce 10 uM
(Rys. 23 Ai E) oraz HCT116 p53-/- (Rys. 23 D), przy dawce 5 uM, gdzie
obserwowano spadek ekspresji. Wzrost ekspresji sugeruje o zapotrzebowaniu
komoérek na odnowe puli zredukowanej tioredoksyny, ktdéra nie zajdzie bez

obecnosci aktywnej reduktazy.

4533 IRP2
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Rysunek 24 Poziom mRNA IRP2 w komodrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 yM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.
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W ztozonych organizmach homeostaza zelaza jest utrzymywana przez biatka
regulujgce poziom zelaza (IRP1 i IRP2) oraz szlak sygnatowy IRE. Wszystkie
linie wykazaty wzrost ekspresji genu IRP2 po obu dawkach erastyny (Rys. 24);
wyjatek stanowita linia biataczki K562, gdzie obserwowany byt istotnie

statystyczny spadek ekspresji genu.

45.3.4 NRF2
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Rysunek 25 Poziom mRNA NRF2 w komdrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoéch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$c¢ statystyczng oznaczono “*?, przy wartosci p<0,05.

Wsréd czynnikdéw transkrypcyjnych promujgcych transkrypcje SLC7A11 jest
NRF2, ktory przede wszystkim posredniczy w szlakach transkrypcyjnych
w odpowiedzi na stres oksydacyjny, regulujgc odpowiedzi cytoochronne na
uszkodzenia [170]. Dodanie erastyny do komorek, spowodowato wzrost
ekspresji genu NRF2 w komérkach 1205Lu, HL60, K562 i A549 (Rys. 25 B, E, F
i H) w obu dawkach erastyny oraz wzrost przy dawce 5 pM w liniach HaCaT
i NHDF (Rys. 25 A i G), a takze spadek w obu dawkach dla komérek raka jelita
grubego HCT116 p53+/+i HCT116p53 -/- (Rys. 25).

4.6 Ekspresja ferropototycznych biatek smierci
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4.6.1 GPX4
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Rysunek 26 Poziom biatka GPX4 w komodrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

Poziom biatka GPX4 w komérkach HaCaT spada wraz z dawkg podanej
erastyny, a wzrasta dla komoérek czerniaka 1205Lu. Dla komorek nowotworowych
wynik ten koreluje dodatnio z ekspresjg genu kodujgcego to biatko, natomiast

w komorkach prawidtowych korelacja ta jest ujemna (Rys. 26).
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4.6.2 FACL4

Poziom biatka FACL-4 w komodrkach
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Rysunek 27 Poziom biatka FACL4 w komdrkach 24 godziny po dodaniu induktora ferroptozy,
erastyny w dwoch dawkach, 5i 10 uM. Wartosci przedstawiono jako $rednig + odchylenie
standardowe. Istotno$¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Poziom biatka FACL4 w komérkach HaCaT wzrasta przy dawce 5 uM podanej
erastyny, a spada przy dawce 10 uM. Wzrost ekspresji biatka zaobserwowano
w linii komorek czerniaka 1205Lu, w obu dawkach. Dla komorek nowotworowych
wynik ten koreluje dodatnio z ekspresjg genu kodujgcego to biatko, natomiast

w komorkach prawidtowych korelacja jest ujemna (Rys. 27).
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4.7 Poziom totalnego glutationu w komérce (GSH/GSSG)

Poziom totalnego glutationu w komaérkach
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Rysunek 28 Poziom totalnego glutationu 24 godziny po dodaniu erastyny w dwéch dawkach,
5i 10 yM. W komorkach HaCaT (A) i 1205Lu (B). Wartosci przedstawiono jako $rednig +
odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Dodanie erastyny do komérek spowodowato spadek poziomu totalnego
glutationu (GSH/GSSG) w komoérkach przy obu dawkach. Wyniki te sag

statystycznie istotne i korelujg ujemnie z dawkg zastosowanej erastyny.
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4.8 Potencjal mitochondrialny

A | Potenciat mitochondrialny (AWm) w komérkach HaCaT
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Rysunek 29 Poziom potenciatu mitochondrialnego, 24 godziny po dodaniu erastyny w dwéch
dawkach 5i 10 yM. W komérkach HaCaT (A) i 1205Lu (B). Wartosci przedstawiono jako srednig
+ odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Indukcja ferroptozy, erastyng w obu liniach spowodowata spadek potencjatu
mitochondrialnego wraz z dawkg. Wynik ten silnie koreluje ujemnie. Jest to
zwigzane z podaniem elastyny, ktéra wptywa na mitochondria powodujgc utrate

integralnosci btony mitochondrialnej, a co za tym idzie blokuje tez biatak btonowe,

takie jak NOX2 czy VDAC2/3 [174].
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4.9 Masa mitochondrialna
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Rysunek 30 Poziom macy mitochondrialnej, 24 godziny po dodaniu erastyny w dwéch dawkach,
5i 10 uM. W komérkach HaCaT (A) i 1205Lu (B). Wartosci przedstawiono jako srednig +
odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “**, przy wartosci p<0,05.

Indukcja ferroptozy, erastyng w komoérkach HaCaT spowodowata spadek
masy mitochondrialnej wraz z dawkg, natomiast w komodrkach czerniaka
obserwowano wzrost wraz z dawkg. Wynik ten silnie koreluje ujemnie dla
keratynocytow, natomiast dla czerniaka korelacja jest dodatnia. Wzrost masy
mitochondrialnej w czerniaku moze by¢ réwniez spowodowany charakterystykg

linii 1205Lu, z jej morfologii wynika, ze ma ona wieksze mitochondria (Rys. 32).
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4.10 Analiza obrazéw mikroskopowych

Rysunek 31 Morfologia TEM i uszkodzenia w komérkach HaCaT 24 godziny po podaniu
erastyny. Kontrola (A), 5 uM erastyny (B), 10 uM erastyny (C). Wakuolizacja C.1, degradacja krist
C.3 i mitofagia B.1, C.2.
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W przypadku komérek prawidtowych HaCaT, przy dawce 10 uM (Rys. 31 C)
obserwowano znaczgce zmiany w integralnosci bton mitochondrialnych. Z kolei
w przypadku linii nowotworowych zaobserwowano typowe zmiany w morfologii
mitochondriéw juz przy nizeszej dawce erastyny, 5 pM (Rys. 32 B i C).
Uszkodzenia nasility sie przy zwiekszeniu dawki erastyny do 10 uM (Rys. 32 D
i E).

4.11 Poziom oksydaciji lipidow

Poziom peroksydacji lipidow w B | Poziom peroksydacji lipidow w
komorkach HaCaT komarkach 1205Lu
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Rysunek 33 Peroksydacja lipidow w komorkach HaCaT (A i C) oraz 1205Lu (B i D) przy
dawce 5 yM i 10 uM erastyny w czasie (A i B), wizualizacja 24 godziny po podaniu (C i D).

Komorki prawidtowe nie wykazaty peroksydaciji lipidéw po dodaniu induktora.
Obserowano zwrost puli zredukowanych lipidow w komérkach (sygnat czerwony
na zdjeciach (Rys. 33). Natomiast w komdrkach czerniaka 1205Lu obserwowano

wzrost oksydacji juz przy nizszej dawce erastyny (Rys. 33 B).
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A | Poziom peroksydacji lipidow w B | Poziom peroksydacji lipidow w
komoérkach HCT116 p53 +/+ komérkach HCT116 p53 -/-
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Rysunek 34 Peroksydacja lipidow w komoérkach HCT116 p53+/+(Ai C) oraz HCT116 p53-/-
(Bi D) przy dawce 5 uM i 10 uM erastyny w czasie (A i B), wizualizacja 24 godziny po podaniu (C
i D).

Komorki nowotworowe jelita grubego odpowiedziaty peroksydacjg lipidéw po
dodaniu induktora, w dawce 5 pM. Obserwowano wzrost oksydacji lipidow
w komorkach, o czym swiadczy duza ilos¢ zielonego sygnatu na zdjeciach

z mikroskopii konfokalnej (Rys. 34 Ci D).

4.12 Edycja genomu metoda CRISPR

WT 10 4 12 44 22 17 10 13

~45kDa
actin

~20kDa
GPX4

Rysunek 35 Detekcja biatek GPX4 i referencyjnej aktyny technikg western blot.
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Wyniki pomiaru biatek metodg western blot potwierdzity, ze uzyskano linie nie
produkujgcyg funkcjonalne biatko GPX4. Edycja genomu technikg CRISPR/Cas9
Spowodowata skuteczne wyciecie wybranej sekwencji, co skutkowato zanikiem
produkcji funkcjonalnego biatka (Rys. 35 - klon 15; czerwona ramka). Dalsze
badania prowadzone byty na wyprowadzonej linii - klonach nr 15, zwanym dalej
HaCaT GPX4 KO.

4.12.1 Test MTT

Test MTS dla komoérek HaCaT GPX4
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Rysunek 36 Zywotno$é komoérek 48 godziny po podaniu induktora ferroptozy, erastyny w
dwdch dawkach, 5i 10 uM; test MTS do komérek HaCaT GPX4 KO. Wartosci przedstawiono jako
srednig £ odchylenie standardowe. Istotnos¢ statystyczng oznaczono “*”, przy wartosci p<0,05.

Zywotno$é potraktowanych komorek okreslono za pomocg testu MTS,
a komérki kontrolne (nietraktowane) oznaczano na wykresach, jako 0 pM.
Analiza aktywnosci mitochondrialnej, przektadajgca sie bezposrednio na
zywotnosc¢ i proliferacje komorek wykazata, ze dodanie induktora ferroptozy w
dwoch dawkach, 5 yM i 10 uM spowodowata spadek zywotnosci w komdérkach
HaCaT GPX KO do 80% dla nizszej dawki i 70% dla dawki wyzszej. Wyniki te sg
zblizone do tych otrzymanych na komérkach dzikich, HaCaT (Rys. 5 A).
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4.12.2 Oksydacja lipidéw

Rysunek 37 Peroksydacja lipidow w komérkach HaCaT GPX4 KO, kontrola (K) przy dawce 5
MM (5) i 10 uM erastyny (10) 48 godziny po podaniu. Zdjecia rejestrowano w kanale widzialnym
(A), GFP (dla biatek oksydowanych, B) oraz RFP (dla biatek zredukowanych, C).

Analizujgc poziomy peroksydacji lipidow mozna zauwazy¢, ze komorki
HaCaT GPX4KO w kotroli wykazujg niewielkg ilos§¢ oksdowanych lipidéw (Rys.
37K.B), podobnie przy dawce 10 uM erastyny (Rys. 37 10.B). Natomiast przy
dawce 5 pM poziom oksydowanych lipidow wzrasta (Rys. 37 5.B). Poziom

zredukowanych lipidéw wydaje sie by¢ podobny we kazdym przypadku.
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4.12.3 Ekspresja genéw markerowych
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Rysunek 38 Poziom mRNA genéw markerowych w komérkach HaCaT GPX4 KO po podaniu
erastyny w dwéch dawkach 5i 10 yM. TFRC (A), ACSL4 (B), NRF2 (C) i PROM2 (D).

Mutanty GPX4 KO przy dawce 5 uM nie wyskazujg ekspresji genow
markerowych, takich jak TFRC, ACSL4 czy PROM2. Wyniki te sg odwrtone do
tych uzyskanych na linii dzikiej HaCaT, co moze sugerowa¢ ze wytgczenie
kluczowego bitka antyoksydacyjnego w komoérkach spowodowato wrazliwos$é
keratynocytow na  ferroptoze  powodujg¢é  wzorst ekspresji gendw
odpowiedzialnych za ten rodzaj $mierci (Rys. 38). Przeprowadzono reakcje RT-
gPCR dla genu GPX4 w mutantach, jednakze nie przedstawiono wynikéw, ze
wzgledu na brak produktu amplifikacji co potwierdza wyciecie zaprojektowanej

sekwencji knock-out (Rys. 38).

4.13 Efekt sgsiedztwa (Bystander Effect)

Poza eksperymentami in vitro na pojedynczych liniach komorkowych,
hodowanych w klasycznej monowarstwie 2D oraz po sprawdzeniu, czy

wyciszenie genu GPX4 miato miejsce, zaplanowano i przeprowadzono
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eksperymenty w przestrzennej ko-kultywacji réznych linii komorkowych naraz.
Mialo to na celu wstepne zdefiniowanie sygnalizacji miedzykomorkowej
w populacjach rozdzielonych membrang - mozliwos¢ wymiany biatek
regulatorowych i przekazywanie sygnatéw miedzy komérkami w takim uktadzie
jest mozliwe. Zbadano odpowiedZz w komérkach nie poddanych bezposrednio
dziataniu erastyny (zaobserwowano efekt sgsiedztwa w komorkach ko-

kultywowanych).
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Rysunek 39 Zmiany ekspresji genu receptora transferyny TFRC, sprzyjajgcego ferroptozie, w
komérkach HaCaT ko-inkubowanych z komérkami 451Lu (A) oraz komérkach HaCaT ko-
inubowanych z komérkami 1205Lu (B), 72 h po dodaniu induktora ferroptozy, erastyny.

Keratynocyty HaCaT, ko-inkubowane z melanomg 451Lu (w czwartym stadium
zaawansowania nowotworu) wykazywaty wzrost ekspresji TFRC, przy dawce
erastyny 5 uM i 10 uM (Rys. 36.A). Natomiast w przypadku komoérek 451Lu,
ekspresja genu zostata wyciszona (Rys. 36.A).

Komoérki HaCaT ko-inkubowane z melanomg w pierwszym stadium
zaawansowania (1205Lu), wykazaty niewielki wzrost ekspresji genu TFRC (Rys.
36.B). Natomiast komorki czerniaka, po zastosowaniu induktora ferropotozy
w badanych dawkach, wykazaty ekspresje zblizong do poziomu kontrolnego
(Rys. 36).
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Rysunek 40 Zmiany ekspresji genu ACSL4, bedacej markerem ferroptozy w komaérkach
HaCaT ko-inkubowanych z komérkami 451Lu (A) oraz komérkach HaCaT ko-inkubowanych z
komérkami 1205Lu (B), 72 godziny po dodaniu induktora ferroptozy, erastyny.

Komorki prawidtowych keratynocytéw (HaCaT), ktére byly ko-inkubowane
z melanomg w czwartym stadium zaawansowania nowotworu (451Lu) wykazujg
spadek poziomu relatywnej ekspresji ACSL4 przy nizszej dawce 5 yM, natomiast
przy dawce 10 uM obserwowany jest wzrost (Rys. 37A). Moze to swiadczy¢
0 wiekszej opornosci na ferroptoze komérek prawidtowych przy nizszej dawce
erastyny, jednakze przy dawce 10 yM stajg sie one bardziej wrazliwe na indukcje
Smierci. Poziom ekspresji ACSL4 w komérkach nowotworowych 451Lu przy
dawce zaréwno 5 uM, jak i 10 yM spada do poziomu zerowego. Catkowite
wyciszenie ekspresji tego genu moze swiadczy¢ o tym, ze komorki czerniaka

451Lu sg oporne na ferroptoze.

Ko-inkubowane z melanomg w pierwszym stadium (1205Lu) komorki
prawidtowych keratynocytow (HaCaT), wykazujg wzrost relatywnej ekspresji
genu ACSL4 korelujgcy z dawkg erastyny (Rys. 37.B). Swiadczy to
prawdopodobnie o przekazaniu przez komorki czerniaka bodZzcow powodujgcych

wigczenie smierci komorkowej zwigzanej z akumulacjg produktéw peroksydacii
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lipidow w ko-inkubowanych komorkach prawidtowych HaCaT. Poziom ekspresji
ACSL4 w komoérkach 1205Lu przy dawce 5 puM wykazuje niewielki spadek
ekspresji, natomiast przy dawce 10 yM obserwowany jest nieznaczny wzrost.
Oznacza to, ze komorki melanomy 1205Lu wykazujg wiekszg wrazliwos¢ na

ferroptoze.
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Rysunek 41. Zmiany ekspresji genu FSP1, bedacego biatkiem supresorowym ferroptozy w
komorkach HaCaT ko-inkubowanych z komorkami 451Lu (A) oraz komoérkach HaCaT ko-
inkubowanych z komaérkami 1205Lu (B), 72 godziny po dodaniu induktora ferroptozy, erastyny.

W prawidtowych komoérkach skoéry HaCaT, ko-inkubowanych z komdrkami
melanomy w czwartym stadium zaawansowania nowotworu 451Lu zauwazono
prawie dwukrotny wzrost ekspresiji tego genu przy dawce erastyny 5 yM i 10 yM
(Rys. 38.A). Wzrost ten oznacza, ze biatko supresorowe FSP1 wykazuje
dziatanie hamujgce peroksydacje lipidow i ferroptoze, swiadczac o opornos$é
keratynocytow na ten rodzaj smierci. W przypadku komorek 451Lu ekspresji

genu FSP1 przy obu zastosowanych dawkach znacznie spada.
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Komorki prawidtowych keratynocytow HaCaT, ko-inkubowanych z melanomg
w pierwszym stadium zaawansowania nowotworu 1205Lu (Rys. 38.B), podobnie
jak w przypadku ko-inkubacji z 451Lu, wykazujg znaczny wzrost poziomu
ekspresji genu FSP1. Natomiast komorki melanomy 1205Lu w porownaniu do
poziomu ekspresji tego genu w prébie kontrolnej, wykazaty jego spadek przy obu

dawkach erastyny (Rys. 38.B).

4.14 Tablica decyzyjna

Tabela 4 Tablica decyzyjna dla wynikéw z wybranych lini komérkowych skory.

HaCaT 1205Lu 451Lu Me45
Zywotnosé MTT do 80% do 30% do 90% do 95%
apoptoza/nekroza brak brak brak brak
RFT 1 1 ! 1
peroksydacja lipidow | 1
anionorodnik ponadtlenkowy 1 ! !
NO bez zmian bez zmian bez zmian |
Masa mitochondrialna | 1
Potenciat mitochondrialny | |
Totalny glutation | l

ACSL4
TFRC
FSP1

PROM2
GPX4

TXNRD1

NRF2

TRX

IRP2

SLC7A11

T indukcja

l wyciszenie

Powyzej przedstawiono tablice decyzyjng zawierajgcg zebrane wyniki dla
przebadanych komorek linii skornych, w zakresie proceséw fizjologicznych
zwigzanych ze smircig komoérkowg. Kolorem czerwonym zaznaczono odpowiedz
komoérek zwigzang z ferroptozo-opornoscig, natomiast zielonym odpowiedz

komorek ferroptozo-wrazliwych.
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Tabela 5 Tablica decyzyjna dla wyniéw z wybranych linii nowotworéw okreznicy, HCT116
p53+/+ i HCT116 p53-/- oraz linii biataczek K562 i HL60.

HCT116 p53 +/+ HCT116 p53 -/- K562 HL60
Zywotnosé MTT do 70% do 70% do 80% do 60%
apoptoza/nekroza brak brak brak brak
RFT 1 1 ) 1
peroksydacija lipidéw 1 1 | 1
anionorodnik ponadtlenkowy bez zmian 1 | |
NO bez zmian 1 l bez zmian
Masa mitochondrialna
Potenciat mitochondrialny
Totalny glutation

ACSL4

TFRC

FSP1

PROM2

GPX4

TXNRD1

NRF2

TRX

IRP2

SLC7A11

T indukcja

l wyciszenie

Powyzej przedstawiono tablice decyzyjng zawierajgcg zebrane wyniki dla
przebadanych komorek linii nowotworéw okreznicy i biataczek w zakresie proceséw

fizjologicznych zwigzanych ze smiercig komérkowg i statusem biatka p53.
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Tabela 6 Tablica decyzyjna dla wyniéw z wybranych linii nowotworu ptuc A549 i prawidtowych
fibroblastéw skéry NHDF.

A549 NHDF
Zywotnosé MTT przy 10 do 60% do 60%
apoptoza/nekroza brak brak
RFT YN J

peroksydacja lipidow
anionorodnik ponadtlenkowy
NO
Masa mitochondrialna
Potencial mitochondrialny
Totalny glutation

ACSL4

TFRC

FSP1

PROM2
GPX4
TXNRD1

t [ 1

TRX

SLC7A11

T indukcja

i wyciszenie

Powyzej przedstawiono tablice decyzyjng zawierajgcg zebrane wyniki dla
przebadanych komorek linii nowotworu ptuc i prawidiowych fibroblastow skoéry, w

zakresie procesow fizjologicznych zwigzanych ze Smiercig komérkowa.
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Tabela 7 Tablica decyzyjna dla komorek ko-inkubowanych (efekt sgsiedztwa).

HaCaT/451Lu

HaCaT/1205Lu

T indukcja

l wyciszenie

Tablica decyzyjna (Tabela 7) dla komoérek po koinkubacji (efekt sgsiedztwa)

przedstawia wyniki dla komérek po indukcji erastyng komérek nowotworowych (451Lu

i 1205Lu). Analiza wynikéw wskazuje na uwrazliwienie komoérek prawidtowych, o czym

Swiadczg ekspresjonowane geny markerowe dla wrazliwoéci komoérek: ACSL4 i TFRC.

Komorki HaCaT, zaréwno po koinkubacji z 1205Lu i jak i 451Lu wykazaty wzrost

ekspresiji tych gendw, co jest przeciwng odpowiedzig wzgledem wynikéw uzyskanych po

hodowli tradycyjnej (Tablica 4). W przypaku komdérek nowotworowych, w szczegdlnosci

1205Lu obserwowany jest spadek ekspresji genéw markerowych wrazliwsci komorek.
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Rysunek 42 Schemat zmian aktywnosci wybranych gendw charakterystycznych dla ferroptozy

w komorkach opornych.
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Rysunek 43 Schemat zmian aktywnosci wybranych gendw charakterystycznych dla ferroptozy
w komoérkach wrazliwych.

Analizujgc wyniki uzyskane w badaniach, tablicach decyzyjnych, jak i dane
literaturowe oraz dane z baz danych, utworzone zostaty schematy zmian aktywnosci
charakterystycznych gendw, biatek oraz markeréw fizjologicznych (np.poziomy RFT,
peroksydacji lipidow) w modelach komérkowych ferroptozo-wrazliwych i ferroptozo-
opornych. Na podstawie Tabel 4-6 oraz danych literaturowych mozna wskaza¢, ze
komérki oporne charakteryzujg sie zwiekszona ekspresjg genow PROM2, GPX4 oraz
FSP1, jak rowniez brakiem ekspresji SLC7A11 (Rys. 42), co czyni te geny markerami
opornosci [57,105]. Natomiast w przypadku linii wrazliwych, markerami sg ACSL4,
TFRC, SLC7A11 TRX czy IRP2, (Rys. 43), ekspresjonowane w gore oraz brak ekspresiji
PROM2 [26,107].
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4.15 Analiza sieci zaleznosci regulacyjnych miedzy genami
markerowymi

Ponizej przedstawioano wyniki uzyskane z bazy danych FerrDb dla wybranych powigzanh
miedzy markerami ferroptozy, ktére zostaty cze$ciowo przebadane w pracy.

http://www.zhounan.org/ferrdb/current/operations/regulationnetwork.html
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Rysunek 44 Sie¢ zaleznosci regulacyjnych pomiedzy genami SLC7A11 i GPX4,

Wyniki uzyskane z bazy danych FerrDB pokazujg interakcje poszczegdélnych
genow w komorce. Mozna zauwazy€, jaki wptyw wywierajg dane geny przy
ztozonej ekspresji, co regulujg oraz, jak same sg regulowane. SLC7A11 jest
genem supresorowym ferroptozy oraz peroksydacji lipidéw, natomiast moze
odpowiadac za promowanie biosyntezy glutationu, poprzez dostarczanie cystyny
do komorki. Podobnie w przypadku GPX4, gen jest regulowany przez ilosé¢
glutationu oraz przez czynnik jgdrowy NRF2, a sam jest odpwoiedzialny za

inhibicje, m. in. ferroptozy czy oksydowanych lipidéw.
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Rysunek 45 Sie¢ zaleznosci regulacyjnych pomiedzy genem ACSL4, a ferroptoza.

ACSL4 jest jednym z gendéw odpowiedzialnych za ferroptoze oraz

peroksydacje lipidéw, natomiast moze odpowiadaé za hamowanie helatorow

zelaza, czy GPX4 poprzez dostarczanie cystyny do komorki. Analiza danych

uzyskanych z bazy ukazuje wptyw na indukcje ferroptozy, co potwierdza, zgodnie

z literaturg i uzyskanymi wynikami jego znaczacg role genu odpowiedzialnego za

ferrotoze. Zaleznosci te potwierdzajg jego role, jako markera wrazliwosci na ten

rodzaj Smierci.
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Rysunek 46 Sie¢ zaleznosci regulacyjnych pomiedzy genem NCOA4, a ferroptoza.

NCOA4 odpowiedzilany jest za ferrytynofagie, hamuje ferrytyne
mitochondrialng (FTMT) i jest odpowiedzialny za szlak ferroptozy, a takze
i peroksydacije lipidéw. Posrednio odpowiada tez za indukcje akumulacji zelaza w
komoérce hamujgc FTH1 (ang. Ferritin heavy chain), odpowiedzialnego za
magazynowanie zelaza, doprowadzajgc tym samym do zwiekszenia puli zelaza

w komorce, co prowadzi do zwiekszenia RFT i w konsekwencji Smierci komorki.
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Rysunek 47 Sie¢ zaleznosci regulacyjnych pomiedzy IREB2, a ferroptoza.

IREB2 odpowiada za utrzymanie homeostazy zelaza i jest supresorem
ferroptozy, i peroksydacji lipidow. Podobnie jak NCOA4, posrednio odpowiada
tez za indukcje akumulacji zelaza w komoérce hamujgc FTH1, brak
wystarczajgcego przechwytu i magazynowania zelaza, co prowadzi do $mierci

komorki na drodze ferroptozy.
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Rysunek 48 Sie¢ zaleznosci regulacyjnych pomiedzy ACSL4 i TFRC.

Biatko TFRC jest supresorem odowiedzialnym w ferroptozie za wzrost ilosci
zelaza, co prowadzi do oksydac;ji lipiddw; za wzrost ekpresji PINK1, co prowadzi
do mitofagi. Nie ma bezposredniego potgczenia z ACSL4, posrednio powodujgc
wzrost ekpresji PINK1, a to skutkuje mitofagig i powoduje supresje ACSLA.
Indukcja ACSL4 przyczynia sie do inhibicji GPX4, wytgczajac tym samym tarcze
glutationowg, w skutek czego nastepuje niekontrolowana oksydacja lipidow
prowadzgca do smierci.
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4.16 Korelacje

Tabela 8 Zestawienie korelacji pomiedzy dawka erastyny, a poszczegdolnymi genami oraz
pomiedzy poszczegblnymi genami.

TRX/dawka TRX/GPX4 GPX4/dawka |ACSL4/dawka |TFRC/dawka |RFT/dawki{RFT/Oe |RFT/NO |NO/dawkdOe/dawkalGPX4/RFT |ACSL4/RFT
HaCaT -0,558687656| 0,092410406| 0,774200683| -0,755928946| -0,981980506( 0,946371| 0,94283| -0,17516| 0,152323| 0,784592| 0,52819| -0,9269
1205Lu 0,5/ 0,672010272| 0,977333169| 0,720576692| 0,981980506| 0,468902( -0,84219| -0,42332| -0,9987| -0,87114| 0,645264| 0,950304
451Lu 0,933248265| -0,038301686| 0,323223486| 0,654653671| 0,902516804| 0,967369| -0,64103| -0,60296| -0,38115| -0,81458| 0,072905( 0,253371
Me45 0,935048915| 0,55094866| 0,811023698 -0,5| -0,755928946| 0,829129| -0,99881| -0,81096| -0,9995| -0,80083| 0,345388| -0,64155
HCT116 p53 +/+ 0,65525861| -0,988859006| -0,535512482| -0,143214084| 0,155542754| 0,666284| -0,10776| -0,36632| 0,449794| -0,81315| -0,98657| -0,83343
HCT116 p53 -/- | -0,558687656| -0,29853321| -0,624771055| 0,127256953| 0,792405816| 0,905602| 0,827942| 0,761799| 0,415129| 0,987643| -0,23463| -0,74906
NHDF 0,480251092| 0,981980506| 0,993399268
A549 0,713184906| 0,867405614| -0,240192231
HL60 0,484879355| 0,338668314| 0,987111678| 0,237334079| -0,751243635| 0,074941| -0,62111| 0,718646| -0,63957| -0,82806| -0,08561 | 0,986482
K562 0,940840803| 0,657601831| 0,87397577 0| 0,327326835| -0,79267| 0,905213| 0,970268| -0,62155| -0,45846] -0,3965| 0,609651

Powyzsza tabela przedstawia korelacje pomiedzy ekspresjg poszczegolnych
gendw, a dawkag erastyny, poziomem RFT, jak rowniez pomiedzy genami.
Zgodnie z Tabelg 3 interpretacje korelacji podzielono kolorystycznie (heat map).
Kolorem czerwonym oznaczona jest silna dodatnia korelacja pomiedzy
czynnikami, jasnorézowym do biatego staba dodatnia, natomiast ciemno

zielonym silna ujemna, a jasno zielonym staba ujemna korelacja.

W zaleznosci od linii ilos¢ dodatnich korelacji sie rdézni. Najwiekszg ilosé
dodatnich korelacji zaréwno tych silnych, jak i stabych obserwowano w linii
1205Lu (8/12 zbadanych zaleznosci), HCT116 p53-/-, K562 (7/12 zbadanych
zaleznoséci) oraz w liniach 451Lu i HL60, gdzie potowa parametrow miata
dodatnig korelacjg. Dla pozostatych linii wiekszg czesc¢ korelacji byta ujemna.
Analiza zaleznosci parametrow wykazata najwekszg ilos¢ dodatnich korelacji (w
5 lub wiecej liniach) obserwowano w odpowiedzi ekspresja GPX4, a dawka
erastyny (8 na 10 linii) reaktywne formy tlenu od dawki (6 na 10) oraz TRX dawka

(6 na 10 linii komorkowych).
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5. Dyskusja

Komdérki wykazywa¢ mogg rozng wrazliwos¢ na dany rodzaj smierci, jedne
mogg by¢ bardziej wrazliwe, a drugie oporne na stymulacje/inhibicje Sciezki
sygnatowej. Zalezno$¢ ta ma kluczowe znaczenie w leczeniu chorob, w tym
nowotwordw. Umiejetno$¢ regulacji, poprzez wigczenie konkretnego typu smierci
w komorce daje wiele nowych mozliwosci. Komorki réznych linii traktowane
induktorem ferroptozy, erastyng, wykazaty r6zng wrazliwos¢ na indukcje Smierci.
Komoérki HaCaT, 451Lu, Me45, oraz HCT116 p53+/+ oraz HCT116 p53-/- nie
wykazaty sie znaczgcym spadkiem przezywalnosci po zastosowaniu induktora.
Najwiekszy spadek, bo o 80% zaobserwowany byt w komérkach 1205Lu, co
moze $wiadczy¢ o zubozeniu puli naturalnych antyoksydantéw, m.in. glutationu
wskutek braku cysteiny, ktéra niezbedna jest do jego syntezy (erastyna blokuje
wymiennik btonowy dla cystyny) [175]. Mechanizmy odpornosci na ferroptoze

integrujg metabolizm, biologie RFT i regulacyjng role jonéw zelaza.
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Rysunek 49 Schemat wzajemnego oddziatywania przebadanych w pracy czynnikéw dla
sciezki Smierci, ferroptozy.

Zastosowanie induktora nie wptyneto znaczgco na zmiany w cyklu

komorkowym w przebadanych liniach, jedynie w komoérkach czerniaka, 1205Lu
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obserwowano blokade cyklu w fazie GO/G1, po erastynie w dawce 5 pM (Rys. 6
B). Erastyna jest stosowana, jako induktor ferroptozy, a otrzymane wyniki
potwierdzity jej specyficznos¢ dziatania dla tej Sciezki Smierci. Erastyna nie
wykazata znacznej cytotoksycznosci czy aktywacji sciezki apoptozy lub nekrozy

w badanych liniach komérkowych in vitro.

Zmierzone poziomy reaktywnych form tlenu pokazaty wzrost dla niektérych
linii komorkowych, w tym w HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/-, HaCaT czy
1205Lu, zarowno przy nizszej, jak i wyzszej dawce erastyny (Rys. 7). Poziomy
RFT zblizone do pozioméw netraktowanych populacji kontrolnych,
zaobserwowano w liniach HL60 i Me45. Spadek poziomu RFT wzgledem kontroli
zaobserwowano w liniach 451Lu i K562 (Rys. 7). Na podstawie otrzymanych
wynikéw wzrostu poziomu RFT mozna wnioskowaé o tym, ze wrazliwo$é
komorek na stres zwigzany jest z blokadg antyportera Xc przez podang
erastyne. Na fluktuacie RFT nie miat wptywu tlenek azotu, poniewaz
cytometryczne pomiary wykazaty zblizone wartosci poziomu NO, zaréwno po
potraktowaniu, jak i w kontrolach (Rys. 10). Z kolei w liniach HCT116 p53-/-,
HaCaT czy NHDF poziom anionorodnika ponadtlenkowego wzrasta (Rys. 9),
moze by¢ on jednym z reaktywnych form tlenu w $ciezce ferroptozy. Dla
pozostatych linii komoérkowych poziom tego RFT nie byt wyzszy od kontroli, dla

niektorych byt nizszy (Rys. 9).

Analiza genéw markerowych dla Sciezki ferroptozy wykazata, ze linie
komorkowe o réznej wrazliwosci na induktor, erastyne cechuje rézny profil
ekspresji. Ekspresja genu kodujgcego biatko TFRC jest kluczowa dla
poczatkowej fazy ferroptozy. W komérkach nowotworowych wystepuje
zwiekszona ekspresja tego receptora, przez co w konsekwencji dochodzi do
akumulacji zelaza w komoérkach (Rys. 14). Ekspresja genu TFRC
odpowiedzialnego za transport Zzelaza do wnetrza komorki wzrosta w komaorkach
czerniaka 1205Lu i 451Lu (Rys. 12 B i C), spadek obserwowano w liniach
keratynocytow HaCaT i Me45 (Rys. 12 A i D), zwlaszcza przy wyzszej dawce
erastyny. W przypadku komorek jelita grubego HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/-
obserwowano spadek przy dawce 5 pM oraz wzrost przy dawce 10 uM (Rys 12 E
i F). Podobny profil ekspresji reprezentowata linia biataczki K562, a w HL60
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obserwowano réwniez spadek dla dawki 10 pM (Rys. 12 G i H). Linia
prawidtowych fibroblastow NHDF odpowiedziata na indukcje ferroptozy wzrostem
ekspresji TFRC przy obu dawkach erastyny (Rys. 12 1), natomiast linia raka ptuc
A549 wykazata wzrost tylko przy nizszej dawce oraz spadek (istotny

statystycznie) dla wyzszej dawki induktora (Rys.12 J).

Wykonane barwienie btekitem pruskim wskazuje na wyzszg zawartos¢ zelaza
w komérkach nowotworowych, 1205Lu (Rys. 14), po zastosowaniu induktora
w obu dawkach obserwowane sg btekitne skupiska w komdrkach (wybarwione
zelazo). Natomiast nie obserwowano ich w komorkach prawidtowych HaCaT
(Rys. 13). Obserwacje te sg spojne z wynikami dla receptora transferryny
(TFRC), ktory odpowiada za transport zelaza do komoérek ze Srodowiska
pozakomorkowego za posrednictwem transferryny. Wyniki uzyskane dla obu linii
z reakcji RT-gPCR potwierdzajg wzrost ekspresji TFRC w komodrkach
nowotworowych (Rys. 12.B) oraz spadek w komodrkach prawidtowych (Rys.
12.A), a co za tym idzie, obserwowany jest brak zelaza w komérkach HaCaT
(Rys. 13), podczas gdy pojawia sie zelazo w czerniaku, 1205Lu (Rys. 14). Wyniki
uzyskane z badania poziomu ekspresji, jak i te obserwowane podczas barwienia

btekitem pruski w przypadku obu linii wykazujg korelacje dodatnig.

Wyzszg ekspresje ACSL4 obserwuje sie w komorkach, ktére wykazujg
wrazliwos¢ na ferroptoze, natomiast wyciszona ekspresja tego genu wystepuije
w komorkach niewrazliwych na ten rodzaj regulowanej Smierci komorkowe,.
Uzyskane wyniki sugerujg opornos¢ komorek HaCaT (Rys. 15 A) oraz komérek
nowotworowych 451Lu i Me45 (Rys. 15 C i D) oraz wrazliwo$¢ linii 1205Lu,
HL60, NHDF i A549, gdzie obserwowany byt wzrost dodatnio korelujgcy z dawkag
erastyny (Rys. 15 B, G, | i J). Zmniejszenie ekspresji ACSL4 niweluje
gromadzenie sie substratow nadtlenkéw lipiddow w komaorkach chronige przed

ferroptozg [176].

Biatko supresora ferroptozy (FSP1) uwazane jest za wazny czynnik
opornosci na ferroptoze i wykazuje zwiekszong ekspresje w komérkach opornych
na ten rodzaj Smierci [56,57]. Funkcjonuje, jako samodzielny system rownolegty
do szlaku GPX4, ktéry wspotpracuje z nim i glutationem w celu zahamowania

peroksydaciji lipidéw i ferroptozy. W komoérkach prawidtowych skoéry, HaCaT
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I NHDF (Rys. 16 A i |), jak rowniez w komorkach biataczki HL60 i K562 (Rys. 16
G) obserwowany byt wzrost ekspresji FSP1l, podobnie w komdrkach
nowotworowych 451Lu i Me45 (Rys. 16 C i D). W przypadku komodrek jelita
grubego HCT116 p53+/+ obserwowano spadek ekspresji supresora przy obu
dawkach erastyny. Natomiast dla komérek HCT116 p53-/-, przy dawce 5 uyM
wzrost, a przy dawce 10 uM spadek ekspresji FSP1. Poziom ekspresji supresora
w komorkach 1205Lu (Rys. 16 B) zblizony byt do poziomu kontroli.

Wzrost ekspresji genu PROM2 w komérkach odpowiada za zapobieganie
znacznemu przyrostowi wewnatrzkomérkowego zelaza, jednoczesnie pozwala to
chroni¢ przed uruchomieniem sciezki ferroptozy. Sam wzrost ekspresji tego genu
uwaza sie za wyznacznik opornosci na ten rodzaj smierci, poniewaz napedza
ona tworzenie sie ciatek wielo-pecherzykowych zawierajgcych ferrytyne
| egzosomow, ktore transportujg zelazo na zewnagtrz komaorki, hamujgc ferroptoze
[105]. Otrzymane wyniki potwierdzajg wczesniejsze zatozenia, co do wrazliwosci
i opornosci tkankowej komoérek na indukcje lub hamowanie ferroptozy.
Zaobserwowano wzrost ekspresji genu PROM2 w komérkach HaCaT (Rys. 17 A)
oraz K562 (Rys. 17 H).

Cysteina ze wzgledu na swojg role w syntezie biatek, modyfikaciji
potranslacyjnych i utrzymaniu stanu redoks jest niezbednym sktadnikiem
w komorce. Stuzy, jako prekursor ograniczajgcy szybko$¢ tworzenia glutationu,
tripeptydu sktadajgcego sie z trzech aminokwasow — cysteiny, glutaminianu
i glicyny — i najobficiej wystepujgcego przeciwutleniacza komodrkowego.
Zewnatrzkomérkowa cystyna jest importowana do komoérki przez SLC7A11,
biatko btonowe antyportera cysteino/glutaminowego, a nastepnie przeksztatcana
w cysteine w reakcji redukcji zuzywajgcej NADPH. Nastepnie cysteina jest
wykorzystywana do syntezy GSH w dwuetapowym procesie. Gen kodujgcy biatko
antyportera cysteino/glutaminowego jest na ogot mato ekspresjonowany
w komorkach [170,171]. Brak ekspresji lub obnizenie prowadzi do zmniejszenia
wychwytu cystyny i zwiekszenia wrazliwosci na ferrotoze. Odwrotnie, regulacja
w goére ekspresji SLC7A11 prowadzi do opornosci na ferroptoze [172].
Traktowanie komorek inhibitorem tego transportera spowodowato w czesci linii

wzrost ekspresji genu (Rys. 19), co sugerowato odpowiedz komorkowg na
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zwiekszone zapotrzebowanie komorek na cystyne, niezbedng do produkciji

glutationu i regeneraciji tarczy glutationowej.

Kodowane przez GPX4 biatko nalezy do rodziny peroksydaz glutationowych,
ktérych czionkowie katalizujg redukcje nadtlenku wodoru, wodoronadtlenkow
organicznych i wodoronadtlenkow lipidéw, przez co chronig komorki przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi. GPX4 jest uwazany za marker ferroptozy,
wiadomo, ze ferroptoza jest nastepstwem niewydolnosci systemu
antyoksydacyjnego, ktory opiera sie na syntezie i regeneracji glutationu (z formy
utlenowanego dimeru do zredukowanych monomerdw). Blokada antyportera
cysteino/glutaminowego SLC7A11 przez erastyne, w wyniku, czego nastepuje
zubozenie komorki w cysteine niezbedna do produkcji GSH, spowodowata wzrost
ekspresji genu GPX4 we wszystkich badanych liniach (Rys. 20). Sugeruje to
uruchomienie $ciezki ferroptozy po erastynie. Jednak w liniach opornych, jak
w przypadku keratynocytéw HaCaT, przy dawce 5 uM obserwowany byt spadek
ekspresji markera ferroptozy, w konsekwencji nastepuje jej wyttumienie (Rys.
20).

TRX jest kluczowym biatkiem, ktéry tgczy metabolizm redoks i funkcje biatek
zwigzanych z zelazem. Wszystkie linie wykazaty wzrost ekspresji tego genu po
indukcji erastyng, a wzrost ten dodatnio korelowat z dawkg (Rys. 22).
Zaobserwowano spadek ekspresji w dawce 5 pM dla komérek HaCaT oraz
HCT116 p53-/- (Rys. 22 Ai F).

TXRrd przyczynia sie do zmniejszonej wrazliwosci komorek na induktor
ferroptozy, erastyne. Jest réwniez potrzebny, aby zredukowac¢ forme utleniong
tioredoksyny do zredukowanej (Rys. 21), aby mogta petni¢ dalej funkcje
antyoksydanta. Obserwowany byt wzrost ekspresji we wszystkich liniach w obu
dawkach z wyjatkiem linii keratynocytéw i HL60 dla dawki 10 uM (Rys. 23 Ai E)
oraz HCT116 p53 -/- (Rys. 23 D) dla dawki 5 uM, gdzie obserwowano spadek.
Wzrost eksprsji sugeruje zapotrzebowanie komorki na odnowe puli zredukowanej

tioredoksyny, ktéra nie bedzie miata miejsca bez obecnosci reduktazy.

W ztozonych organizmach homeostaza zelaza jest utrzymywana przez biatka

regulujgce zelazo (IRP1 i IRP2) oraz szlak sygnatowy IRE. Wszystkie linie
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wykazaty wzrost ekspresji IRP2 w obu dawkach (Rys. 24), wyjatek stanowita linia
biataczki K562, gdzie obserwowany byt istotnie statystyczny spadek ekspresiji.

Innym czynnikiem transkrypcyjnym promujgcym transkrypcje SLC7A11 jest
NRF2, ktory przede wszystkim posredniczy w programach transkrypcyjnych
w odpowiedzi na stres oksydacyjny [170]. Dodanie erastyny do komorek,
spowodowato wzrost ekspresji NRF2 w komérkach 1205Lu, HL60, K562 i A549
(Rys. 25 B, E, F i H) w obu dawkach oraz wzrost przy dawce 5 pM w liniach
HaCaT oraz NHDF (Rys. 25 A i G) oraz spadek w obu dawkach dla komorek
raka jelita grubego HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/-.

Poziom biatka GPX4 w komoérkach HaCaT spada wraz z dawkg podanej
erastyny, a wzrasta dla komorek czerniaka 1205Lu. Dla komdrek nowotworowych
wynik ten koreluje dodatnio z ekspresjg genu kodujgcego to biatko, natomiast

w komdrkach prawidtowych korelacja ta jest ujemna (Rys. 26).

Poziom biatka FACL4 w komérkach HaCaT wzrasta przy dawce 5 uM podanej
erasytny, a spada przy dawce 10 uM. Wzrost ekspresji biatka zaobserwowano
w linii komorek czerniaka 1205Lu, w obu dawkach. Dla komérek nowotworowych
wynik ten koreluje dodatnio z ekspresjg genu kodujgcego to biatko, natomiast

w komodrkach prawidtowych korelacja jest ujemna (Rys. 27).

Dodanie erastyny do komérek spowodowato spadek poziomu totalnego
glutationu (GSH/GSSG) w komérkach HaCaT i 1205Lu przy obu dawkach (Rys.

28). Wyniki te sg statystycznie istotne i korelujg ujemnie z dawka.

Indukcja ferroptozy, erastyng w keratynocytach i czerniaku 1205Lu (Rys. 29)
spowodowata spadek potencjatu mitochondrialnego wraz z dawkg. Wynik ten
silnie koreluje ujemnie. Jest to zwigzane 2z elastyng, ktéra wptywa na
mitochondria powodujgc utrate integralnosci btony a co za tym idzie blokuje tez
biatka btonowe takie jak NOX2 czy VDAC2/3 [174].

Indukcja ferroptozy, erastyng w komérkach HaCaT spowodowata spadek
masy mitochondrialnej wraz z dawka, natomiast w komodrkach czerniaka
(1205Lu) obserwowano wzrost wraz z dawkg (Rys 30). Wynik ten silnie koreluje
ujemnie dla keratynocytow, natomiast dla czerniaka korelacja jest dodatnia.

Wzrost masy mitochondrialnej w czerniaku moze by¢ rowniez spowodowany
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charakterystyka linii, z jej morfologii wynika, ze ma ona wieksze mitochondria
(Rys. 32).

W przypadku komérek prawidtowych HaCaT, przy dawce 10 uM (Rys. 31 C)
obserwowano znaczgce zmiany w integralnosci bton mitochondrialnych. Z kolei
w przypadku linii nowotworowych zaobserwowane typowe zmiany w morfologii
mitochondriow juz przy nizszej dawce erastyny, 5 pM (Rys. 32 B i C).
Uszkodzenia nasility sie przy zwigkszeniu dawki erastyny do 10 yM (Rys. 32 D
i E). Obserwacje potwierdzity dziatanie induktora, ktéry spowodowat uszkodzenia

mitochondriéw.

Komorki  keratynocytow nie wykazaty peroksydacji lipidow po dodaniu
induktora. Obserwowano wzrost puli zredukowanych lipidobw w komorkach
(sygnat czerwony na zdjeciach (Rys. 25). Natomiast w komérkach czerniaka
1205Lu obserwowano wzrost oksydacji juz przy nizszej dawce erastyny (Rys. 33
B).

Komorki nowotworowe jelita grubego (HCT116 p53+/+ i HCT116 p53-/-)
odpowiedziaty peroksydacjg lipidow po dodaniu induktora, w dawce 5 pM.
Obserwowano wzrost oksydacji lipiddw w komodrkach, o czym $wiadczy duza

ilos¢ zielonego sygnatu na zdjeciach z mikroskopii konfokalnej (Rys. 34 C i D).

Wyniki pomiaru biatek metodg western blot na mutantach GPX4 potwierdzity,
ze uzyskano linie produkujgcg nie funkcjonalne biatko GPX4, edycjag genomu
technikg CRISPR/Cas9 uzyskane wycieciem wybranej sekwencji nukleotydowej
(Rys. 35 klon nr 15), nazwang HaCaT GPX4 KO. Wyniki te zostang potwierdzone
sekwencjonowaniem, probki zostaty przygotowane zgodnie z opisem w rozdziale
3.15, a produkt PCR wystany do sekwencjonowania, niestety do czasu ztozenia

pracy nie uzyskano wynikow.

Analiza aktywnosci mitochondrialnej w tescie MTS, przektadajgca sie
bezposrednio na zywotnos$¢ i proliferacije komoérek wykazata, ze dodanie
induktora ferroptozy w dwoch dawkach, 5 uM oraz 10 yM spowodowata spadek
zywotnosci w komorkach HaCaT GPX KO do 80% dla nizszej dawki i 70% dla
dawki wyzszej. Wyniki te sg zblizone od tych na komérkach dzikich HaCaT (Rys.
5A).
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Poziom peroksydacji lipidow w komérkach HaCaT GPX4KO juz w kontroli
wykazywat niewielkg ilo§¢ oksydowanych lipidow (Rys. 37K.B), oraz przy dawce
10 pM erastyny (Rys. 37 10.B). Natomiast przy dawce 5 pM poziom
oksydowanych lipidow byt widocznie wiekszy (Rys. 37 5.B). Poziom
zredukowanych lipidéw wydaje sie by¢ podobny w kazdym przypadku.

Mutanty GPX4 przy dawce 5 uM nie wykazujg ekspresji genow markerowych
takich jak TFRC, ACSL4 czy PROM2. Wyniki te sg odwrotne do tych uzyskanych
na linii dzikiej, co moze sugerowaé, ze wytgczenie kluczowego biatka
antyoksydacyjnego w komorce spowodowato wrazliwo$¢ keratynocytow na
ferroptoze powodujgc wzrost ekspresji gendw odpowiedzialnych za ten rodzaj
Smierci. Nie uzyskano wynikéw amplifikacji starteréw do GPX4, co moze roéwniez

potwierdza¢ pozytywne wyciecie fragmentu genu.

Poza eksperymentami in vitro na pojedynczych liniach komorkowych,
hodowanych w klasycznej monowarstwie 2D oraz sprawdzeniu czy wyciszenie
genu GPX4 miato miejsce zaplanowano i przeprowadzono eksperymenty
w przestrzennej ko-kultywacji. Mialo to na celu wstepne zdefiniowanie
sygnalizacji miedzykomérkowej w populacjach rozdzielonych membrang -
mozliwos¢é wymiany biatek regulatorowych i przekazywanie sygnatdéw miedzy
komoérkami. Zbadano odpowiedz w komérkach nie poddanych bezposrednio

dziataniu erastyny (efekt sgsiedztwa).

Keratynocyty HaCaT, ko-inkubowane z melanomg 451Lu (w czwartym stadium
zaawansowania nowotworu) wykazywaly wzrost ekspresji TFRC przy dawce
erastyny 5 yM i 10 uM (Rysunek 36.A). Natomiast w przypadku komorek 451Lu,
ekspresja zostata wyciszona (Rysunek 36.A).

Komoérki HaCaT ko-inkubowane z melanomg w pierwszym stadium
zaawansowania (1205Lu), wykazaty niewielki wzrost ekspresji genu TFRC
(Rysunek 36.B). Natomiast komorki czerniaka, po zastosowaniu induktora
ferropotozy w badanych dawkach, wykazaty ekspresje zblizong do poziomu
kontrolnego.

Komoérki prawidtowych keratynocytéw (HaCaT), ktére byty ko-inkubowane
z melanomg w czwartym stadium zaawansowania nowotworu (451Lu) wykazujg

spadek poziomu relatywnej ekspresji ACSL4 przy nizszej dawce 5 yM, natomiast

125



przy dawce 10 uM obserwowany jest wzrost (Rysunek 37A). Moze to swiadczy¢
0 wiekszej opornosci na ferroptoze komoérek prawidtowych przy nizszej dawce
erastyny, jednakze przy dawce 10 uM stajg sie one bardziej wrazliwe na indukcje
Smierci. Poziom ACSL4 w komérkach nowotworowych 451Lu przy dawce
zaréwno 5 uM, jak i 10 uM spada do poziomu zerowego. Catkowite wyciszenie
ekspresji tego genu moze swiadczyé o tym, ze komorki czerniaka 451Lu sg

oporne na ferroptoze.

Ko-inkubowane z melanomg w pierwszym stadium (1205Lu) komorki
prawidtowych keratynocytéw (HaCaT), wykazujg wzrost relatywnej ekspresiji
genu ACSL4 korelujgcy z dawkg erastyny (Rysunek 37.B). Swiadczy to
prawdopodobnie o przekazaniu przez komorki czerniaka bodzcow powodujgcych
wigczenie Smierci komdrkowej zwigzanej z akumulacjg produktéw peroksydacii
lipidow w ko-inkubowanych komodrkach prawidtowych HaCaT. Poziom ekspresiji
ACSL4 w komorkach 1205Lu przy dawce 5 uM wykazuje niewielki spadek
natomiast przy dawce 10 yM obserwowany jest nieznaczny wzrost. Oznacza to,

ze komorki melanomy 1205Lu wykazujg wiekszg wrazliwo$¢ na ferroptoze.

W prawidiowych komodrkach skéory HaCaT, ko-inkubowanych z komoérkami
melanomy w czwartym stadium zaawansowania nowotworu 451Lu zauwazono
prawie dwukrotny wzrost ekspresji tego genu przy dawce erastyny 5 uM i 10 yM
(Rysunek 38.A). Wzrost ten oznacza, ze biatko supresorowe FSP1 wykazuje
dziatanie hamujgce peroksydacje lipidow i ferroptoze, swiadczac o opornosc
keratynocytow na ten rodzaj smierci. W przypadku komoérek 451Lu ekspresiji

genu FSP1 przy obu zastosowanych dawkach znacznie spada.

Komorki prawidtowych keratynocytéw HaCaT, ko-inkubowanych z melanomg
w pierwszym stadium zaawansowania nowotworu 1205Lu (Rysunek 38.B),
podobnie jak w przypadku ko-inkubacji z 451Lu, wykazujg znaczny wzrost
poziomu ekspresji genu FSP1. Natomiast komodrki melanomy 1205Lu
w poréwnaniu do poziomu ekspresji tego genu w prébie kontrolnej, wykazaty jego

spadek przy obu dawkach erastyny (Rysunek 7.B).

Poréwnanie wynikow uzyskanych dla kazdej linii osobno (Tabela 4) z wynikami
z eksperymentu Bystander (Tabela 7) ukazuje wzrost ekspresji genow

markerowych w komérkach HaCaT, ktére ekspresje tych gendéw same miaty
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wyciszong lub rowng zero. Wyniki te pokazujg jak komunikacja miedzy
komorkami i transdukcja sygnatu moze wptyng¢ na zmiane profilu ekspresiji

w komdrkach opornych na ferroptoze.

Wyniki uzyskane z bazy danych FerrDB pokazujg interakcje poszczegdlnych
genow w komdrce. Mozna zauwazy¢, jaki wpltyw wywierajg dane geny przy
ekspresji, co regulujg oraz jak same sg regulowane. SLC7Al1l1l jest genem
supresorowym ferroptozy oraz peroksydaciji lipidéw, natomiast moze odpowiadacé
za promowanie biosyntezy glutationu, poprzez dostarczanie cystyny do komorki.
Podobnie w przypadku GPX4, jest regulowany przez ilos¢ glutationu oraz przez
czynnik jagdrowy NRF2, a sam jest odpowiedzialny za inhibicje, m. in. ferroptozy

czy peroksycje lipidow.

Na podstawie tabeli 4-6 oraz danych literaturowych wyznaczono zaleznosci, ze
komérki oporne charakteryzujg sie zwiekszona ekspresjg PROM2, GPX4 oraz FSP1 jak
rowniez brakiem ekspresji SLC7Al11l (Rys. 42), co czyni¢ je moze markerami opornosci
[57,105]. Natomiast w przypadku linii wrazliwych markerami sg ACSL4, TFRC, SLC7A11
TRX czy IRP2 (Rys. 43) ekspresjonowane w gére oraz brak ekspresji PROM2 [26,107].
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6. Podsumowanie

Celem pracy byto scharakteryzowanie r6znych sciezek smierci komorkowych
oraz proba stworzenia systemu decyzyjnego regulacji ich indukcji/wyciszenia.
Ponadto sprawdzono czy modyfikacje genetyczne, prowadzgce do uzyskania
niefunkcjonalnego biatka, wptywajg na zmiane wrazliwosci komorek na indukcje
ferroptozy. Sprawdzono, czy wplywa na to rowniez ko-inkubacja komdrek
wrazliwych z opornymi. Na podstawie uzyskanych wynikéw stworzono tablice
decyzyjne pomagajgce w okresleniu wrazliwosci lub opornosci komorek na

indukcje ferroptozy.

Rézne linie komérkowe odpowiadajg inaczej na induktor ferroptozy -
erastyne. Wyniki z przeprowadzonych badan potwierdzity przypuszczenia, ze
linia keratynocytow i ostrej biataczki sg oporne na indukcje $mierci; potwierdzity
réwniez wrazliwos¢ komorek czerniaka 1205Lu. Dodajgc erastyne do komorek
wrazliwych obserwowano wzrost ekspresiji kluczowych genéw w $ciezce Smierci,
takich jak ACSL4, TFRC czy SLC7AL11, czynigc komorki wrazliwymi na ten rodzaj
Smierci. Z Kkolei, wzrost ekspresji gendéw FSP1l, jak i PROM2 jest
charakterystyczny dla komérek opornych. Uzyskane wyniki jednoznacznie
wskazujg na opornos¢ HaCaT i K562 oraz wrazliwosc linii 1205Lu in vitro. Wyniki
dla fibroblastéw oraz komérek raka ptuc sg do siebie zblizone i odpowiedz

zaréwno jednej, jak i drugiej linii sugeruje ich ferroptozo-wrazliwosé.

Zastosowanie ko-inkubacji pozwolito zbadac¢ szlak wzajemnej wymiany
sygnatdéw pomiedzy komoérkami. Komorki wykazujgce opornos¢ (HaCaT) po
inkubacji z komérkami wrazliwymi (1205Lu i 451Lu) zaczety zachowywac sie jak
wrazliwe, a komorki czerniaka (1205Lu) wykazaty wiekszg opornosc¢. Wyniki te
potwierdzajg mozliwos¢ przeptywu czgsteczek sygnatowych miedzy komorkami
bedacymi w bezposrednim kontakcie z induktorami, a komoérkami bedgcymi
w kontakcie posrednio. Regulacja przetgczania typdw Smierci daje wiele
mozliwosci w zastosowaniach Kklinicznych, jako wspomaganie terapii juz

stosowanych, a takze, jako terapia celowana.

Poznanie mechanizmow przetgczania sSmierci jest kluczowym aspektem

terapii w przyszitosci. Zarowno mozliwos¢ wigczenia smierci, jak i wytgczenia
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w konkretnym rodzaju komorek daje mozliwosci terapii celowanych, zapobiegajac

tym samym uszkodzeniom tkanki otaczajgcej [1 2].

Inzynieria biomedyczna jest szybko rozwijajgcg sie dziedzing, ktora
koncentruje sie na wspomaganiu medycyny i lekarzy. Koncentruje sie ona
gtownie na projektowaniu, rozwoju i analizie urzadzen medycznych czy
systeméw. Takim urzgdzeniem moze by¢ sztuczna konczyna czy nawet
molekularny test diagnostyczny utatwiajgcy prace lekarza. Inzynierowie
biomedyczni skupiajg sie w duzej mierze na projektowaniu urzgdzen lub ich
ulepszaniu. Ma to na celu wspomaganie lekarzy w diagnozowaniu, leczeniu
pacjentow czy zapobieganiu chorobom. Jedng z poddziedzin inzynierii
biomedycznej jest inzynieria genetyczna i tkankowa. Pierwsza skupia sie na
manipulacji genami organizmu, wykorzystujgc takie metody, jak klonowanie
| transformacja molekularna w celu zmiany sekwenciji docelowych gendéw. Jedng
z takich nowatorskich metod jest CRISPR/Cas umozliwiajgca precyzyjne
manipulacje w obrebie genu, umozliwia to naprawe/wytgczanie/wzmacnianie
uszkodzonych gendéw, np. w komorkach nowotworowych. Z kolei inzynieria
tkankowa stuzy do tworzenia sztucznych narzadéw, czy tez wytwarzania
ekwiwalentéw narzadoéw, np. skéry (model hodowli 3D), ktéra jest bardziej
zblizona do skory ludzkiej, niz skdéra myszy. Modele te mogg da¢ odpowiedzi na
stosowane leki, zardowno z komoérek na powierzchni, jak i tych znajdujgcych sie

wewnatrz modelu eksperymentalnego.

Wyniki uzyskane podczas doktoratu, mogg postuzy¢ w dalszych badaniach
do utworzenia modelu matematycznego regulacji sciezek smierci, rozbudowy
przedstawionego modelu decyzyjnego, az do testu molekularnego utatwiajgcego
odnalezienie przyczyny obumierania komorek, czy wyboru czynnika

indukujgcego smier¢ komorek.
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