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Streszczenie. W pracy badano poziom wolnych rodnikdéw: anionorodnika
ponadtlenkowego 1 tlenku azotu, a takze poziomy transkryptow dla enzymow
z grupy oksydaz NADPH (NOXS5) isyntaz tlenku azotu (NOS) in vitro
w komorkach nowotworu jelita grubego linit HCT116, kontrolnych 1
napromienionych. Przeprowadzono analiz¢ korelacji w celu zbadania, czy
pomiedzy wolnymi rodnikami i enzymami mogg istnie¢ sprze¢zenia zwrotne.

EXPRESSION OF NITRIC OXYGEN SYNTHASE AND NADPH OXIDASE IN
IRRADIATED CELLS

Summary. We analyzed level of selected free radicals: superoxide anion and
nitric oxide, and the levels of transcripts for NADPH oxidase (NOXS5) and nitric
oxygen synthase (NOS) in control and irradiated human colon carcinoma cells in
vitro. Correlation analysis was performed in order to examine whether, there is a
feedback between free radicals and enzymes.

1. Wolne rodniki

Wolne rodniki to czasteczki posiadajagce niesparowany elektron, co decyduje
oich bardzo wysokiej reaktywnosci. W komdrkach eukariotycznych do wolnych
rodnikow zaliczane sa reaktywne formy tlenu i azotu (ROS 1 RNS), ktore
zaangazowane sa w sygnalizacj¢ komorkowa, reakcje odpornosciowe, proliferacie,
roznicowanie komorek oraz apoptoze, tym samym odgrywajg istotng role w
prawidlowym funkcjonowaniu komoérki[9]. Reaktywne formy tlenu i azotu obejmuja,
oprocz rodnikdéw tlenowych (takich jak anionorodnik ponadtlenkowy, nadtlenek
wodoru, rodnik hydroksylowy, peroksylowy 1 alkoksylowy oraz tlenek azotu),
czasteczki o wlasciwosciach utleniajacych oraz takie, ktéore moga by¢ tatwo
przeksztalcone w wolne rodniki: ozon, tlen singletowy, nadtlenek wodoru, anion
azotanowy 1 kwas podchlorawy [3].

Wolne rodniki tlenowe powstaja w wyniku metabolizmu tlenowego
zachodzacego w komorce, na przyktad w czasie aktywacji btonowej oksydazy
NADPH, w tancuchu oddechowym, w szlaku cyklooksygenazy (przemiana
fosfolipidow btony komorkowej) i lipooksygenazy (utlenianie wielonienasyconych
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kwasow tluszczowych). Reaktywne rodniki tlenowe mogg indukowac¢ fosforylacje i
aktywacj¢ wielu biatek sygnatowych: czynnikéw transkrypcyjnych, kinaz serynowych,
cytokin, czynnikdw wzrostu czy kinaz tyrozynowych[9]. Podwyzszony poziom ROS
moze powodowac zastepowanie okreslonych czynnikdéw transkrypcyjnych innymi. Do
czynnikéw transkrypcyjnych wrazliwych na stezenie reaktywnych form tlenu nalezg
NF-kB, p53, HIF-1, PEBP2 i HSF [4].

Nadprodukcja reaktywnych form tlenu 1 azotu, w tym wolnych rodnikow,
w warunkach stresu oksydacyjnego wywotanego na przyktad promieniowaniem
powoduje uszkodzenia oksydacyjne DNA 1 innych elementéw komorki prowadzac
do apoptozy lub mutacji. Podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu odgrywa role
w patogenezie chorob takich jak nowotwory, choroba Parkinsona, Alzheimera,
cukrzyca czy miazdzyca [11].

1.1 Anionorodnik ponadtlenkowy i tlenek azotu

Anionorodnik ponadtlenkowy (O,”) powstaje poprzez redukcje czgsteczki tlenu.
W komoérkach moze by¢ pierwotnym produktem aktywnosci enzymow NOX
lub powstawa¢ w tancuchu oddechowym (gléwnie w kompleksie I 1 IIT) [10]. Synteze
anionorodnika mogg przeprowadza¢ rowniez cytochrom P450, oksydazy ksantynowe
1syntazy tlenku azotu (NOS) [4]. Anionorodnik ponadtlenkowy jest czasteczka
wysoce reaktywna, o bardzo krdétkim okresie pottrwania, ktéra przeksztatcana jest do
nadtlenku wodoru (H,0,) [6]. Reakcja ta moze by¢ katalizowana przez dysmutazg
ponadtlenkowg lub zachodzi¢ spontanicznie w warunkach niskiego pH.

Tlenek azotu jest czasteczka o stosunkowo niskiej reaktywnosci w porownaniu
do innych wolnych rodnikoéw. Syntezowany z L-argininy i tlenu, przy udziale syntazy
tlenku azotu (NOS), pelni funkcje immunomodulatora, neuroprzekaznika 1 czynnika
wazodylatacyjnego. Jest rozpuszczalny w wodzie 1 tluszczach, dlatego moze
dyfundowaé przez btony komodrkowe i cytoplazme. Moze pobudzaé proliferacje lub
apoptoze (w zalezno$ci od stezenia) oraz uszkadza¢ DNA (posrednio, poprzez
wytworzenie peroksynitrytu) [10]. Tlenek azotu jest silnym inhibitorem enzymow
posiadajacych atom zelaza w centrum aktywnym, w tym enzymoéw z klastrami
zelazowo-siarkowymi, zaangazowanymi w transport elektronéw w mitochondriach,
reduktazy rybonukleotydowej (bierze udziat w replikacji DNA) oraz cis-akonitazy
(katalizuje stereospecyficzng izomeryzacje¢ cytrynianu do izocytrynianu w cyklu
Krebsa) [7]. Duze st¢zenia tlenku azotu, produkowane przez makrofagi, moga
oddziatywa¢ z DNA 1 powodowaé¢ pgkanie nici — jest to element reakcji obronne;
wobec mikroorganizmow pasozytniczych i niektérych komoérek nowotworowych [8].

2. Oksydazy NADPH
Rodzina oksydaz NADPH obejmuje grupe bialek transbtonowych
o konserwatywnej strukturze, zdolnych do transportu elektronéow z NADPH i redukcji

tlenu do anionorodnika ponadtlenkowego lub nadtlenku wodoru:

NADPH + 20, < NADP' + 20, + H"
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Elektron przekazywany jest z NADPH do FAD (dinukleotyduflawinoadeninowego),
a nastepnie poprzez grupe hemowa w NOX transportowany jest przez btone [5].

Do oksydaz NADPH obecnych w komorkach ludzkich zalicza si¢ NOX1, NOX2,
NOX3, NOX4, NOXS5, DUOX1 oraz DUOX2. NOX4, DUOX1 i DUOX2 produkuja
nadtlenek wodoru, natomiast NOX1-3 oraz 5 produkujg anionorodnik ponadtlenkowy.
Kazde biatko z rodziny NOX zlozone jest z szeSciu transblonowych helis, ktore wigza
dwa kofaktory (hem). Domena znajdujaca si¢ nakoncu C wigze FAD/NADPH
umozliwiajac transfer elektronow do czasteczki hemu. DUOX 1 NOXS posiadaja
regiony wigzgce wapn na koncu N, co odrdznia je od pozostatych oksydaz NADPH
[12]. Biatko NOXS nalezy do najstabiej poznanych przedstawicieli rodziny oksydaz
NADPH. Wptyw na to ma miedzy innym brak genu kodujacego NOXS u myszy
1 szczurdw, co ogranicza mozliwo§¢ wykorzystania tych zwierzat w badaniach [2].
W komorkach ludzkich gen NOXS5 zlokalizowany jest na dlugim ramieniu
chromosomu 15. Znanych jest szes¢ wariantow splicingowych: a, B3, vy, 6, € oraz C.
Wiedza na temat funkcji NOXS jest ograniczona 1 opiera si¢ gtdéwnie na profilach
ekspresji mRNA — doktadna rola i funkcjonowanie, w tym udzial w produkcji wolnych
rodnikow wymagaja dalszych badan [2].

3. Syntazy tlenku azotu
NOS to enzymy z klasy dioksygenaz, odpowiedzialne za synteze tlenku azotu

z L-argininy 1 tlenu z wytworzeniem L-cytruliny, jako drugiego produktu reakc;ji.
Synteza wymaga obecnos$ci kofaktorow: NADPH, FAD, FMN i BH4 [8].
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Rys. 1. Schemat syntezy tlenku azotu przez syntaze¢ NOS

NOS, poprzez domene¢ reduktazowsg, transportuje elektrony z NADPH przez
nukleotydy flawinowe FAD i FMN do hemu znajdujacego si¢ w domenie
oksygenazowej, ktora wigze réwniez kofaktor BH4, tlen czasteczkowy i1 L-argining
[1]. Reakcja zachodzi dwuetapowo — najpierw NOS katalizuje hydroksylacje L-
argininy do N-hydroksy-L argininy (rys. 1), a nastgpnie utlenienie do L-cytruliny
itlenku azotu [7]. W komorkach ludzkich wystepuja trzy izoformy syntazy tlenku
azotu: indukowalna (iNOS), mdzgowa nazywana tez neuronalng (bNOS/nNOS)
i endotelialna (eNOS). Wszystkie izoformy wigza si¢ z kalmoduling (biatkiem
regulatorowym aktywowanym jonami Ca>"). Wiazanie bNOS i eNOS z kalmodulina
zachodzi w obecno$ci wysokiego stezenia jondéw wapnia 1 ulatwia transport
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elektronow z NADPH do grupy hemowej (czemu towarzyszy zmiana stopnia
utlenienia zelaza Fe’*— Fe®”). Indukowalna syntaza tlenku azotu (iNOS) wykazuje
wicksze powinowactwo do kalmoduliny 1 wigze si¢ z nig nawet przy bardzo niskich
stezeniach jondw wapnia [7]. Mozgowa syntaza tlenku azotu (bNOS) jest
konstytutywnie ekspresjonowana, a jej aktywnos¢ regulowana jest poziomem wapnia
wewnatrzkomérkowego. Aktywno$¢ endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS)
regulowana jest analogicznie do bNOS — glownie przez Ca®’ jednak, dodatkowo,
eNOS moze by¢ regulowany przez biatko szoku cieplnego (HSP90) 1 kaweoling-1
[11]. Ekspresja iNOS indukowana jest przez czynniki, takie jak cytokiny, czynnik
martwicy nowotworéow o (TNF-a), interferon y (IFN-y) iliposacharydy bakteryjne.
Enzym pierwotnie zidentyfikowano w makrofagach, jednak jego ekspresja moze by¢
indukowana we wszystkich komoérkach 1 tkankach. Aktywnos$¢ iNOS nie jest zalezna
od stezenia joné6w wapnia [7].

4. Materialy i metody

Eksperymenty przeprowadzono na ludzkich komorkach nowotworu okreznicy,
liniit HCT116 (human colon carcinoma) hodowanych in vitro w medium DMEM 2z
10% surowicy FBS (PAA), w standardowych warunkach (37°C, 5% CO2, wilgotno$¢
80%). Komorki napromieniano dawka 4 Iub 12Gy przy pomocy irradiatora
terapeutycznego Clinac 600, znajdujacego si¢ w Instytucie Onkologii w Gliwicach.
Komorki nietraktowane (kontrolne) 1 napromienione badano w nast¢pujacych
punktach czasowych: 1, 3, 6, 8 12 i 24 godziny po napromienieniu.

Izolacje RNA z komorek przeprowadzono przy uzyciu zestawu odczynnikow
Total RNA Mini Plus do izolacji bez uzycia chloroformu (A&A Biotechnology).
Odwrotng transkrypcje wykonano przy uzyciu zestawu odczynnikow NG dART RT
kit (EuRX) z wykorzystaniem starteréw oligo(dT). Reakcje RT-qPCR prowadzono
przy uzyciu zestawu odczynnikow PCR Mix SybrGreen (A&A Biotechnology)
w termocyklerze C1000 TouchTM (BioRad).

Poziom ekspresji badanych gendéw okre§lano na podstawie wartosci cyklu
progowego (CT) w badanej probee i kontroli korzystajac z metody 25 (wzor 1),
gdzie:

Z_ACT — 2_(CT kontrola,czas x— CT prébka,czas x) (1)

Catkowity =~ poziom  anionorodnika  ponadtlenkowego  generowanego
w mitochondriach oznaczono przy uzyciu barwnika MitoSox (Life Technologies),
a wewnatrzkomorkowego tlenku azotu przy pomocy dwuoctanu 4-amino-5-
metylamino-2’,7’-difluoresceiny (DAF-FM diacetate, Life Technologies). Analizg
wyznakowanych komérek prowadzono przy uzyciu cytofluorymetru przeptywowego
FACSAria"™ III (Becton Dickinson) dla 10 000 komérek z kazdej probki.

5. Wyniki
Promieniowanie jonizujace indukuje produkcje anionorodnika ponadtlenkowego

w mitochondriach komoérek HCT116, w dwunastej i dwudziestej czwartej godzinie
od ekspozycji (rys. 2; d, e). Efekt nie zalezy od zastosowanej dawki promieniowania.
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Rys. 2. Ekspresja wybranych wariantow splicingowych oksydazy 5 NADPH
(a-c) oraz poziom anionorodnika ponadtlenkowego (d-e) w komodrkach
napromienionych

Ekspresja syntazy tlenku azotu NOXSa po ekspozycji na 4Gy nieznacznie
wzrasta w szostej, 6smej 1 dwunastej godzinie (15-20% w odniesieniu do kontroli).
Dawka 12Gy promieniowania indukuje wzrost ekspresji w 6smej godzinie, a nastepnie
spadek w dwunastej. Forma NOX5B w komorkach napromienionych 4Gy wzrasta
w dwunastej 1dwudziestej czwartej godzinie, czyli w tych samych punktach
czasowych, w  ktéorych zaobserwowano wzrost poziomu anionorodnika
ponadtlenkowego. Przy dawce promieniowania 12Gy efekt wzrostu ekspresji
nie zostal zaobserwowany, w dwunastej godzinie ekspresja jest nawet nizsza niz w
kontroli.

Nie ma korelacji pomiedzy poziomem NOXS5B, a poziomem anionorodnika
ponadtlenkowego. W komorkach napromienionych 4Gy wspdtczynnik korelacji
Spearmana wynosi 0,42, w napromienionych 12Gy spada do 0,12.
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Tabela 1
Analiza korelacji poziomu anionorodnika ponadtlenkowego 1 wybranych wariantow
NOXS5 w komorkach napromienionych (wspotczynniki korelacji Spearmana)

NOXS5a NOXS5B NOX50
4Gy 0,05 0,45 0,27
anionorodnik
ponadtlenkowy 12Gy -0,58 0,12 0,12

Zaskakujacym wynikiem jest obnizenie ekspresji NOX56 w komorkach
napromienionych. Weyemi i wsp. wykazali, ze obnizenie ekspresji NOX5 chroni DNA
komorki przed uszkodzeniem oksydacyjnym wywotanym promieniowaniem, jednak
eksperyment przeprowadzony przez ten zespot polegal na wyciszeniu genu (zmiana
ekspresji byla wywotana siRNA, a nie samym promieniowaniem), a dodatkowo
nie uwzgledniat form splicingowych genu NOXS5[12]. Brakuje wiec danych
literaturowych pozwalajacych na pordwnanie uzyskanego rezultatu.

Jesli chodzi o poziom tlenku azotu w komoérkach napromienionych, nieznacznie
wzrasta on w niektérych punktach czasowych (wzrost rzgdu 20-40% wzgledem
kontroli) (rys. 3; d,e).

Co ciekawe, zardwno przy zastosowaniu dawki 4Gy, jak 1 12Gy istotny
statystycznie spadek poziomu tlenku azotu zaobserwowano w szostej godzinie od
ekspozycji. Podobnie jak podczas analizy poziomu anionorodnika ponadtlenkowego,
stwierdzono, ze zastosowanie wigksze] dawki promieniowania nie powoduje
zwickszone] produkcji tlenku azotu. Przy duzym stezeniu tlenku azotu moze on
dziala¢ jak zmiatacz wolnych rodnikéw, obnizajac poziom anionorodnika
ponadtlenkowego oraz obnizajac zwrotnie ekspresj¢ indukowalnej syntazy tlenku
azotu [13]. Nie zaobserwowano takiej relacji w napromienionych komoérkach HCT
116, prawdopodobnie w zwiazku ze zbyt niskim st¢zeniem NO.

Promieniowanie jonizujace wplywa na ekspresj¢ wszystkich izoform syntazy
tlenku azotu - zaréwno indukowalnej iNOS, jak 1 konstytutywnie ekspresjonowanych
bNOS 1 eNOS (rys. 3; a-c). Ekspresja iNOS moze by¢ indukowana promieniowaniem,
efekt nie jest jednak obserwowany bezposrednio po ekspozycji. Poziom iNOS
gwattownie wzrasta w 12 godzinie po napromienieniu. Dodatkowo, ekspresja iNOS w
tym punkcie czasowym jest wigksza w komorkach eksponowanych na
promieniowanie 12Gy, niz w napromienionych 4Gy. W tym punkcie czasowym nie
stwierdzono jednak szczeg6lnych zmian w poziomie tlenku azotu - jest on o okoto
30% wyzszy niz w komorkach kontrolnych, jednak taki sam poziom zaobserwowano
w innych punktach czasowych (trzeciej, 6smej 1 dwudziestej czwartej godzinie po
ekspozycji). Warto$ci wspotczynnikow réwniez nie wskazujg na istnienie korelacji
(wspotczynnik korelacji w komorkach napromienionych 4Gy: 0,36, 12Gy: 0,27).
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Rys. 3. Ekspresja izoform syntazy tlenku azotu (a-c) oraz poziom tlenku azotu (d-e)

w komorkach napromienionych

Nie oznacza to, ze iINOS nie jest zaangazowana w produkcj¢ tlenku azotu w
komorkach HCT116, sugeruje to raczej, ze nie jest to gtowny lub jedyny enzym

odpowiedzialny za, stymulowang promieniowaniem produkcje NO.

Podobny wniosek ptynie z analizy ekspresji endotelialnej syntazy tlenku azotu, ktorej
poziom zmienia si¢ w niektorych punktach czasowych, jednak nie koreluje ze zmiang

poziomu tlenku azotu.

Tabela 2

Analiza korelacji poziomu tlenku azotu i syntaz NOS w komorkach napromienionych
(wspodtczynniki korelacji Spearmana)

iNOS bNOS eNOS
4Gy 0,37 0,27 -0,04

tlenek azotu
12Gy 0,23 -0,19 -0,60
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Mozgowa syntaza tlenku azotu jest izoformg wykazujaca najwigksze zmiany
poziomu ekspresji wywotane ekspozycja na promieniowanie. Szczegolnie dawka 4Gy
wywotuje duze zmiany, w tym spadek ekspresji w szostej 1 wzrost w dwunastej
godzinie po napromienieniu (rys. 3; c).

Uzyskane wyniki poziomu transkryptu mRNA, nie potwierdzaja jednoznacznie,
aby ktéras z badanych izoform NOS byta dominujagcym enzymem zaangazowanym w
produkcje tlenku azotu indukowang promieniowaniem. Badane poziomy reaktywnych
form azotu mogg by¢ wynikiem bezposredniej ekspozycji komorek na promieniowanie
jonizujace.

6. Whnioski

Ekspozycja na promieniowanie powoduje wzrost produkcji anionorodnika
ponadtlenkowego w mitochondriach w dwunastej 1 dwudziestej czwartej godzinie
PO napromienieniu.

Efekt indukcji produkecji anionorodnika ponadtlenkowego jest niezalezny od
stosowanej dawki.

Poziom tlenku azotu w napromienionych komorkach HCT116 wzrasta w
niektorych punktach czasowych, natomiast w 6smej godzinie od napromienienia spada
ponizej wartosci kontroli niezaleznie od zastosowanej dawki promieniowania.

Uzyskane wyniki nie wskazuja jednoznacznie na to, aby badane izoformy
syntazy tlenku azotu (iNOS, eNOS Iub bNOS) lub oksydazy NADPH NOXS5
odgrywaty wiodacg rol¢ w produkcji, odpowiednio tlenku azotu i anionorodnika
ponadtlenkowego po napromieniowaniu.

Praca finansowana ze srodkow BKM/506/RAU1/2016/ (A.P.),
BK-213/Rau-1/2016, t.3 (T.H.), oraz NCN 2012/07/B/NZ1/00008(J.R.W.),
NCBIiR PBS3/B3/32/2015 (M.S.).
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