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Spectroscopic molecular probes of endothelial function and
dysfunction in in vitro models and their potential in ex vivo

applications

Spektroskopowe sondy molekularne do badania funkcji i
dysfunkcji Srodblonka w modelach in vitro oraz

potencjalnego zastosowania ex vivo

spektroskopia molekularna, mikroskopia ramanowska, analiza chemometryczna, lipidy,

karotenoidy, komorki, tkanki, choroby cywilizacyjne

Komorki $rodbtonka (ang. endothelial cells, EC) wyscielaja wszystkie naczynia krwiono$ne od
serca do konczyn, jako ciagla warstwa pojedynczych komorek. EC pelnig kilka funkcji
regulacyjnych w kierunku utrzymania homeostazy sercowo-naczyniowej. Dzigki swoim licznym
funkcjom autokrynnym, parakrynnym i hormonalnym, $roédbtonek naczyniowy jest uwazany za
wyjatkowy narzad, ktory wykonuje wazne zadania w zakresie regulacji napigcia naczyniowego i
przeplywu krwi, przepuszczalno$ci naczyn, proliferacji komorek migsni gtadkich, odpowiedzi
immunologicznych i zapalnych, zakrzepicy i angiogenezy. Zaburzenie wykonywania
ktorejkolwiek z podstawowych funkcji regulacyjnych EC charakteryzuje dysfunkcje¢ $rodbtonka
(ang. endothelial dysfunction, ED). Zaburzenia funkcji EC sg powigzane z rozwojem i progresja
wielu chorob, zwlaszcza sercowo-naczyniowych, takich jak miazdzyca, nadci$nienie i udar mézgu,
a takze cukrzycy 1 insulinoopornosci, przewleklej niewydolnosci nerek, choréb watroby,
nowotworow i ciezkich chordb zakaznych, takich jak COVID-19. Dlatego badania fenotypu
srodbtonka, zwlaszcza na poziomie subkomorkowym, moga dostarczy¢ cennych informacji na
temat zdrowia i choréb uktadu krazenia. Obrazowanie organelli komérkowych EC i badanie

podstawowych mechanizméw zwigzanych z zaburzeniami funkcji EC i rozwojem choroby ma



ogromny potencjal, aby poprawi¢ naszg wiedze¢ na temat procesu chorobowego, poprawi¢ diagnoze
i rokowanie oraz oceni¢ nowe rozwigzania terapeutyczne. Obrazowanie spektroskopowe,
wykorzystujace w sposdb komplementarny wiele technik mikroskopowych, do badania modeli
funkcji EC na poziomie subkomorkowym oraz rozwdj nowych podejs¢ do obrazowania EC, i
badania zmian w procesach komorkowych moze dostarczy¢ nowej wiedzy o mechanizmach
komorkowych zwiazanych z rozwojem choroby, pomagajac w przyspieszeniu diagnostyki
Klinicznej i leczeniu $rodblonka. Mikroskopia fluorescencyjna jest uwazana za standardowsg
technike badania EC i rozwoju ED, za$ obrazowanie ramanowskie ma potencjal w badaniu
organelli komorkowych i zmian biochemicznych na poziomie subkomorkowym w sposéb wolny
od znacznikoéw/sond. Niemniej jednak molekularne sondy ramanowskie maja ogromny potencjat
poprawy czutosci i selektywnosci technik mikroskopii ramanowskiej. Przedluzona aktywacja i stan
zapalny EC jest jedng z najczestszych przyczyn rozwoju zaburzen funkcji EC i rozwoju chorob
uktadu krazenia. EC w stanie zapalenia wplywaja na zawarto$¢ wewnatrzkomérkowych lipidow
obecnych w organellach komérkowych bogatych w lipidy, takich jak krople lipidowe (ang. lipid
droplets, LD) i retikulum endoplazmatyczne (ang. ER). EC w stanie zapalenia wykazuja réwniez
zwigkszong ekspresje czasteczek adhezji powierzchniowej, takich jak ICAM-1. Fenotyp ED jest
réwniez czgsto zwigzany ze zmienionymi zdolno$ciami proliferacyjnymi i regeneracyjnymi EC,
ktére ograniczajg odwrocenie procesu dysfunkcji. Dlatego poszukiwanie markeréw lezacych u
podstaw proceséw komoérkowych, takich jak zmiany w rozmieszczeniu wewnatrzkomérkowych
lipidow w stanie zapalenia EC i badanie zmienionych zdolnosci proliferacyjnych i regeneracyjnych
EC w modelach in vitro i ex vivo ED maja wielkie znaczenie. Prace eksperymentalne podjete w tej
rozprawie doktorskiej pozwolity na opracowanie nowatorskich metod znakowanego obrazowania
ramanowskiego do badania zmian w strukturach lipidowych EC, zwtaszcza w LD, ER i otoczce
jadrowej zwigzanej ze stanem zapalnym EC. Co wigcej, zastosowano nowatorskie podejs$cie
znakowanego obrazowania ramanowskiego do oceny proliferacji i regeneracji EC w pojedynczych
komorkach i izolowanych tkankach aorty. Przedstawiona metodologia modelowania funkcji EC
obejmuje takie metody jak obrazowanie ramanowskie bez znacznikow, mikroskopia
fluorescencyjna i 2-fotonowa mikroskopia absorpcyjna. Ponadto, prezentowane ramanowskie
sondy molekularne zostaly ocenione w EC z rdznych narzadow, tj. z uktadu mikrokrazenia
(HMEC-1), aorty (HA0EC), serca (HCAEC) i mozgu (HBEC-5i) pod katem heterogenicznosci
komorek, ktore maja zwykle rozne wilasciwosci w zaleznos$ci od ich odpowiednich tozysk

naczyniowych.



Astaksantyna (AXT) jest naturalnym czerwonym pigmentem o znanych wiasciwosciach
przeciwutleniajacych i przeciwzapalnych. Wykazano, ze AXT jest wysoce lipofilowa i ma
tendencj¢ do gromadzenia si¢ w lipidach. Co wigcej, AXT wykazuje wzmocnione rezonansowo
widmo ramanowskie po wzbudzeniu laserem 532nm. Te wiasciwosci byty motywacjag do wybrania
jej jako molekularnej sondy ramanowskiej do wykrywania struktur lipidowych w EC. AXT
wykazata zalezng od czasu akumulacje w bogatych w lipidy organellach komérkowych w EC, tj.
LD, ER i otoczce jadrowej, co byto widoczne w widmach ramanowskich komoérek po zaledwie 30
minutach inkubacji. Ponadto AXT umozliwita obrazowanie ramanowskie subkomorkowych
struktur lipidowych w EC przy uzyciu stosunkowo niskiej mocy lasera w poréwnaniu z detekcja
bez znacznikow (3 mW zamiast 30 mW), podkreslajac jej przydatnos¢ do wizualizacji lipidow w
delikatnych probkach, na ktore moze mie¢ wpltyw wysoka moc lasera, takich jak zywe EC.
Przedstawione podejscie do obrazowania ramanowskiego znakowanego AXT umozliwito
wizualizacj¢ otoczki jadrowej w EC, co nie byto mozliwe za pomoca obrazowania ramanowskiego

bez znacznikow.

AXT zostala przetestowana jako ramanowska sonda molekularna dla lipidow w EC roznego
pochodzenia. Okazato si¢, ze AXT jest podobnie wychwytywana przez rézne EC i gromadzona w
lipidowych organellach komorek, dlatego uznano, Ze jest to sonda uniwersalng do wizualizacji LD,
ER i otoczki jadrowej w EC, nawet biorgc pod uwagg heterogeniczno$¢ komoérek EC. Dystrybucja
wewnatrzkomorkowych lipidow EC wykazata wyrazne zmiany, gdy EC zostaty poddane dziataniu
prozapalnemu, takim czynnikiem jak prozapalna cytokina TNF-o. AXT umozliwita wizualizacj¢
zmian w dystrybucji lipidow zwigzanych z zapaleniem EC, a obrazowanie ramanowskie znakowane
AXT umozliwito wizualizacje¢ lipidow przy stosunkowo niskiej mocy lasera dostarczajac informacji
na temat morfologii otoczki jadrowej. Obrazowanie ramanowskie bez znacznikéw umozliwito
wykrycie zmian biochemicznych w strukturach lipidowych zwigzanych z procesem zapalenia,
takich jak zwigkszone nienasycenie lipidow w LD. Mikroskopia ramanowska i mikroskopia
fluorescencyjna ujawnity, ze wychwyt AXT w EC mozna poprawi¢ poprzez kapsutkowanie AXT
w obojetnych liposomach lub dodatnio naladowanych lipopleksach. Co wigcej, przeciwzapalne
dziatanie AXT na EC w stanie zapalenia mozna réwniez poprawi¢ poprzez enkapsulacje AXT.
Wolna AXT wykazywata dziatanie przeciwzapalne, zmniejszajac ekspresje ICAM-1, jednak w
swojej wolnej postaci AXT nie powodowala znaczacych zmian w dystrybucji lipidow. Gdy
zastosowano liposomy lub lipopleksy obcigzone AXT, zard6wno nadekspresja ICAM-1, jak i liczba

LD w EC objetych stanem zapalnym zostaty znacznie zmniejszone.



5-etynylo-2'-dezoksyurydyna (EdU) jest analogiem tymidyny ze znacznikiem alkilowym, ktory jest
wigczany do nowo zsyntetyzowanego DNA. EdU zyskato duzg popularnos¢ jako sonda do badania
proliferacji komorek ze wzgledu na zalete tego podejscia polegajacego na braku przeciwciat oraz
nie wymagajgcego denaturacji DNA. EdU mozna znakowaé fluorescencyjnic za pomocg
katalizowanej miedzig reakcji cykloaddycji tzw. click chemistry (,,chemii kliknig¢”) 2z
fluorescencyjnym azydkiem. Ze wzgledu na cytotoksyczne dziatanie zwigzkéw miedzi na komorki
i staba przepuszczalnos¢ wickszosci barwnikéw azydkowych, detekcja fluorescencyjna EdU
zwykle wymaga utrwalenia probki i zwickszenia jej przepuszczalnosci. Z drugiej strony,
ramanowska detekcja EdU jest mozliwa do przeprowadzenia w sposob ,,bez kliknie¢” dzieki
znacznikowi alkilowemu EdU posiadajagcemu pasmo ramanowskie w obszarze spektroskopowo
cichym, tj. ok. 2122 cm, gdzie nie naktada sie ono z pasmami innych sktadnikow komorki. Dlatego
ramanowska identyfikacj¢ EdU mozna prowadzi¢ w zywych EC bez potrzeby stosowania
jakichkolwiek dodatkowych barwnikdéw, z pominigciem niepozadanych efektow utrwalania i
perforowania komorek. Obrazowanie ramanowskie jader w EC znakowanych EdU byto mozliwe
po inkubacji EC z EdU przez 3 godziny. Obrazowanie jader w EC, oparte na wykrywaniu pasma
ramanowskiego EdU w regionie cichym w pordwnaniu z obrazowaniem ramanowskim jader bez
znacznikdéw na podstawie pasma ramanowskiego DNA przy ok. 788 cm™, uzyskano, gdy komorki
poddano traktowaniu EdU przez 24 godziny. Znakowanie EdU poprawito ramanowskie
obrazowanie jader w EC 0 r6znym pochodzeniu. Ponadto przeprowadzono obrazowanie zywych
komorek znakowanych EdU, wskazujac przewage tego podejscia nad metodami opartymi na
,chemii kliknig¢”. Przedstawiono nowe podejscie do badania proliferacji ECs oparte na
ramanowskiej detekcji EC znakowanych EdU. Pokazano, ze EAU byto wrazliwe na zmiany w EC
wprowadzone dwoma lekami antyproliferacyjnymi. EC wstgpnie potraktowano cykloheksamidem
(CHX) lub doksorubicyna (DOX) wykorzystujac to jako modele in vitro uposledzonej syntezy DNA
i zahamowanej proliferacji komorek. Znakowanie EQU umozliwito wykrycie tych zmian w EC, co
objawilo si¢ spadkiem intensywnosci pasma ramanowskiego znacznika EdU i znacznym spadkiem
liczby proliferujacych (EdU-dodatnich) komorek. Obrazowanie fluorescencyjne EC znakowanych
EdU, barwionych barwnikami azydkowymi Alexa fluor w podobnych warunkach, potwierdzito
przedstawione podejscie oparte na obrazowaniu ramanowskim. Ponadto, podejscie to zastosowano
do badania regeneracji EC ex vivo po indukowanym urazie mechanicznym w izolowanych mysich
aortach. Wykazano, ze EC 1 komorki miegs$ni gladkich (ang. SMC) regeneruja si¢ w pier§cieniach
aorty, gdy inkubowano je ex vivo w obecnosci czynnika wzrostu srodblonka naczyniowego (ang.
VEGF). Wykrywanie zmian w zdolno$ci regeneracyjnej EC w modelach funkcji EC in vitro i ex

vivo bylo mozliwe dzigki znakowaniu EdU, czego nie dalo si¢ osiagnaé przy uzyciu technik



obrazowania ramanowskiego bez znacznikéw. Przedstawione tutaj spektroskopowe sondy
molekularne do badania zmian zawartosci i sktadu lipidow w organellach EC, i zdolnosci
regeneracyjnych EC zwigzanych z fenotypem ED, uzupetnione referencyjnymi technikami, takimi
jak obrazowanie ramanowskie bez znacznikéw 1 mikroskopia fluorescencyjna, ujawnity potencjat
obrazowania spektroskopowego in vitro. Pokazano tez potencjat takiego podej$cia w modelach ex
vivo badania funkcji EC. Moze to otworzy¢ droge do opracowania nowych metod oceny rozwoju
patologii EC, poprawy potencjatu diagnostycznego i terapeutycznego oraz przyspieszenia

diagnostyki i leczenia przy t6zku pacjenta.



