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Streszczenie

Sygnalizacja purynergiczna obejmuje zlozong sie¢ receptorow obecnych na powierzchni
niemal wszystkich komorek organizmu 1 odgrywa znaczacg role w wielu szlakach
sygnatowych, regulujagc tym samym odpowiedzi komorkowe zard6wno w stanach
fizjologicznych jak i patologicznych. Receptor P2X7, ze wzgledu na swoje unikalne cechy,
wyrdznia si¢ na tle innych receptoréw nalezacych do tej rodziny. Odpowiada on na stymulacje
ATP, ktéory wydzielany do $rodowiska zewnetrznego dziata jako wzorzec molekularny
zwigzany z uszkodzeniem (DAMP). Receptor P2X7 w warunkach fizjologicznych dziata jako
kanat jonowy, natomiast w warunkach przedtuzonej lub zwigkszonej stymulacji moze tworzy¢
duzy por btonowy i w konsekwencji powodowaé $mier¢ komorki. W zwigzku z powyzszym,
receptor P2X7 jest szeroko badany na catym $wiecie. Niestety, wyniki, ktére dostepne sg w
literaturze przynosza czesto niejednoznaczne wnioski, wskazujac na jego rolg¢ zarowno w
rozwoju stanow patologicznych i chorobowych, jak i protekcyjng rolg receptora w stanie
fizjologicznym. Co ciekawe, niewiele dostepnych dotychczas prac naukowych skupia si¢ na
funkcji tego receptora w komodrkach skory, czyli najwiekszego narzadu czlowieka

odgrywajacego istotng role w utrzymaniu homeostazy organizmu.

Niniejsza praca miala na celu analize¢ ekspresji receptora w pierwotnych komoérkach skory
ludzkiej, ze szczegdlnym uwzglednieniem melanocytow oraz komorek czerniaka, obejmujaca
zarowno linie ustalone jak 1 pierwotne. Poréwnanie ekspresji P2X7 w komorkach
wyizolowanych ze skory ludzkiej wykazato, ze melanocyty wyrdznialy si¢ znaczaco wyzsza
ekspresja tego receptora w poroOwnaniu do keratynocytow i fibroblastow, co moze §wiadczy¢
o istotnej roli tego receptora w fizjologii tych komorek. Stwierdzono ponadto, Ze receptor
obecny na powierzchni melanocytow, w odpowiedzi na jego stymulacj¢ z wykorzystaniem
specyficznego agonisty, BZATP, przejawia aktywnos¢ kanatu jonowego, potwierdzajac jego
funkcjonalnos¢. Co wiecej, aktywacja receptora moduluje ekspresje¢ niektorych cytokin
prozapalnych w melanocytach, a jego zwigkszona stymulacji wptywa takze na zahamowanie
tempa proliferacji tych komorek. Moze to zatem wskazywaé na udziat receptora P2X7 w
odpowiedzi komorkowej melanocytow. Co wigcej, analiza porownawcza ekspresji P2X7 w
pierwotnych liniach melanocytéw 1 komorkach czerniaka wykazata, Zze to komorki czerniaka
charakteryzowaty si¢ znaczacg nizszym poziomem ekspresji tego receptora. Obnizony poziom
ekspresji receptora P2X7 w komorkach czerniaka powiazany byl rdwniez z jego znacznie

stabszg aktywnosciag w odpowiedzi na stymulacje specyficznym agonista, BZATP. Cho¢
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mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska w komorkach czerniaka wymaga dalszego
wyjasnienia, mozna jednak przypuszczaé, ze obnizona ekspresja receptora P2X7 w komorkach
czerniaka moze mie¢ znaczenie w procesie transformacji nowotworowej melanocytow.
Dodatkowo, brak lub niezwykle staba odpowiedz komorek czerniaka na BZATP moze wigzaé
si¢ rowniez z wieloma innymi czynnikami, w tym wystepowaniem nieaktywnych izoform tego
receptora na powierzchni komorek, a takze wystepowaniem w $rodowisku czynnikow
zmniejszajacych dostepnos¢ agonisty badz wplywajacych na zmiane reaktywnosci receptora.
Dlatego tez, watek ten wymaga wcigz dalszych badan. Niemniej jednak, przedstawione wyniki
po raz pierwszy opisuja poréwnanie ekspresji receptora P2X7 w komodrkach skory oraz
melanocytach i czerniakach, ktore wskazuje jednoznacznie na zwigkszony jego poziom w

ludzkich pierwotnych melanocytach.
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Abstract

Title of dissertation: P2X7 receptor expression in primary human melanocyte cell lines

and melanoma cells.

Purinergic signaling comprises a complex network of cell-surface receptors present in nearly
all cell types and plays a key role in diverse signaling pathways, regulating cellular responses
under both physiological and pathological conditions. Within this family, the P2X7 receptor is
notable for its unique properties. It is activated by extracellular ATP, which can be released into
extracellular environment as a damage-associated molecular pattern (DAMP). Under normal
conditions P2X7 functions as an ion channel, but prolonged or intense stimulation drives the
opening of a large non-selective membrane pore, a process that can trigger cell death. Because
of these distinctive properties, P2X7 has become an intensive focus of research worldwide.
Nevertheless, findings to date are inconsistent, implicating the receptor in both pathological
processes and protective physiological functions. Its function in skin cells, the largest organ in
the body and an essential regulator of systemic homeostasis, remains poorly explored.

This study aimed to examine P2X7 receptor expression in primary human skin cells, with
particular emphasis on melanocytes and melanoma cells, including both established cell lines
and primary cultures. A comparison of P2X7 expression in cells isolated from human skin
revealed significantly higher expression in melanocytes than in keratinocytes and fibroblasts,
suggesting an important role for this receptor in the physiology of melanocytes. Furthermore,
the receptor on melanocyte surfaces exhibited ion-channel activity in response to stimulation
with the specific agonist BZATP, confirming its functionality. Activation of the receptor also
modulated the expression of certain pro-inflammatory cytokines in melanocytes, and sustained
stimulation inhibited their proliferation, indicating the involvement of P2X7 in melanocyte
cellular responses. A comparative analysis of P2X7 expression in primary melanocyte lines and
melanoma cells demonstrated that melanoma cells exhibit significantly lower P2X7 expression
than primary melanocytes and display much weaker activation in response to BzATP. The
mechanisms underlying this down-regulation remain to be elucidated, but reduced receptor
levels may contribute to the malignant transformation of melanocytes. Additional factors, such
as the presence of non-functional receptor isoforms or extracellular conditions that limit agonist
availability or modify receptor sensitivity could also account for the diminished response,

highlighting the need for further investigation. Taken together, these findings provide the first
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direct comparison of P2X7 receptor expression across human skin cells, melanocytes, and

melanomas, clearly demonstrating elevated receptor levels in primary human melanocytes.
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1. Wstep

1.1. Budowa skory

Skora jest najwigkszym ludzkim organem, ktory stanowi u ludzi od 15 do 20% masy ciata, a
jej laczna powierzchnia moze wynosié¢ nawet 2 m?. Grubosé skory waha sie od 0,3 do 4 mm w
zaleznosci od okolicy ciata, a takze wieku i1 plci. Skora stanowi zewnetrzng powloke ciata
cztowieka, a w jej strukturze wyrdzniamy dwie warstwy, naskorek oraz skore wilasciwa.
Bezposrednio pod skoérg wlasciwg usytuowana jest warstwa tkanki tacznej nazywana tkanka
podskorng [1]. Skéra pelni istotne funkcje w utrzymaniu homeostazy organizmu, stanowi
bariere ochronng przed czynnikami zewnetrznymi zapobiegajac inwazji patogenow i
odpierajac wptyw czynnikow chemicznych, mechanicznych i fizycznych. Organ ten
uczestniczy w procesach termoregulacji i gospodarce wodno-elektrolitowej, a dzigki obecnosci
receptorow, umozliwia percepcje bodzcow srodowiskowych. Dodatkowo, warto wspomnieé¢

réwniez, ze skora bierze udziat w procesie syntezy witaminy D [1-3].

Naskorek, stanowi najbardziej zewnetrzna warstwe ludzkiego ciata i jest bezposrednio
narazony na wiele czynnikow pochodzacych ze $rodowiska zewngtrznego. Dominujagcym
typem komorek w naskorku sg keratynocyty, ktore stanowia az 95% wszystkich komorek w tej
warstwie skory. Poza keratynocytami w naskorku wystepuja rowniez inne typy komorek:
melanocyty produkujace melaning, komodrki Merkla petnigce funkcje receptorow czuciowych,
komorki Langerhansa uczestniczace w odpowiedzi immunologicznej oraz limfocyty T. W
obrebie naskorka keratynocyty uktadajg si¢ w cztery warstwy do ktorych naleza warstwa
podstawna, kolczysta, ziarnista, jasna 1 zrogowaciata. Naskorek jest tkanka dynamiczna,
ulegajaca cigglej odnowie. Komorki macierzyste znajdujace si¢ w warstwie podstawnej
naskorka ulegaja podziatom, a nowo powstate komorki przesuwaja si¢ ku jego powierzchni, az
do warstwy zrogowacialej ulegajagc zmianom biochemicznym i morfologicznym. Koncowym
etapem ich roznicowania sg komorki zrogowaciate, ktore ulegaja ztuszczaniu. W warunkach
fizjologicznych, w procesie tym liczba komorek ulegajacych ztuszczeniu i nowo powstatych
jest taka sama [1, 3]. Melanocyty znajdujace si¢ w warstwie podstawnej naskorka
odpowiedzialne s3 za produkcje melaniny, a zatem odpowiadaja za pigmentacj¢ skory [4].
Melanocyty zatem, wspolnie z keratynocytami tworzg tzw. naskérkowa jednostke melaninowa

(EMU, ang. epidermal melanin unit), w sklad ktorej wchodzi jeden melanocyt 1 30- 40
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keratynocytow. Melanina, upakowana w melanosomy transportowana jest do keratynocytow,

gdzie pelni kluczowa role¢ w ochronie komorek przed promieniowaniem UV [5].

Naskorek {

Warstwa
brodawkowata |

Skora wlasciwa
1

‘Warstwa
siateczkowata

Tkanka
podskéma |

Rycina 1. Schemat budowy skory. (Zmodyfikowane wg. Riibe i wsp., 2024) [6]

Skora wlasciwa zbudowana jest z tkanki tacznej wlasciwej 1 oddzielona od naskorka poprzez
btong podstawa bogata w kolagen typu IV. W skorze wiasciwej znajduja si¢ naczynia
krwionos$ne i limfatyczne, a takze zakonczenia nerwowe i gruczoly. W jej strukturze wyrdznia
si¢ dwie warstwy, potozong blizej naskérka warstwe brodawkowa oraz warstwe siateczkowa.
Warstwe brodawkowa tworzy tkanka laczna luzna, ktoéra buduje wpuklenia do naskorka
nazywane brodawkami, natomiast warstwa siateczkowa zbudowana jest z tkanki tacznej zbitej
[1]. Warstwa brodawkowa charakteryzuje si¢ znacznie wicksza gestoscig komorek [7], a takze
wicksza zawarto$cig proteoglikanéw [8] 1 mniej uporzadkowanym ukladem widkien
kolagenowych w poréwnaniu do warstwy siateczkowej [9]. Macierz zewnatrzkomorkowa
warstwy siateczkowatej ma bardziej wyrazng strukture, gdzie peczki kolagenowe sa
uporzadkowane w geste wiokna, ktore wraz z pasmami wiokien elastynowych tworza

zorganizowang sie¢ [10].

Najliczniej] wystepujacym w skorze wiasciwej typem komodrek sa fibroblasty, a
charakterystyczng cecha tych komorek jest zdolno$¢ do syntezy i przebudowy macierzy

zewnatrzkomorkowej [11]. Fibroblasty skory wlasciwej sa zréznicowang populacja, a ich

19



cechy roznig si¢ w zalezno$ci od lokalizacji w warstwach skory wilasciwej. W warstwie
brodawkowatej wigksza cze$¢ fibroblastow wykazuje wysoka aktywno$¢ enzymatyczng w
poréwnaniu do warstwy siateczkowatej. Istotne rdznice migdzy tymi dwoma typami
fibroblastow  zaobserwowano w  ekspresji  specyficznych  skladnikobw  macierzy
zewnatrzkomorkowej oraz markerow [12, 13]. Znajdujaca si¢ po skora wihasciwg warstwa
tkanki podskdrnej zbudowana jest z komorek thuszczowych, ktore sg przedzielone tkankag
taczng tworzacg zraziki. Warstwa ta zawiera rowniez czg¢sci wydzielnicze gruczolow
potowych, liczne naczynia krwionos$ne oraz zakonczenia nerwowe. Tkanka tluszczowa
przyczynia si¢ do izolacji termicznej 1 magazynowania energii oraz dziata jako amortyzator

wstrzasow [14]. Schemat budowy skory przedstawiono na rycinie 1.

1.2. Sygnalizacja purynergiczna i receptory purynergiczne

ATP odgrywa fundamentalng role¢ w organizmach zywych bedac wewnatrzkomorkowym
magazynem 1 nosnikiem energii. Niezwykle istotne jest jednak, ze ATP po uwolnieniu z
wnetrza komorek pelni rownie kluczowa funkcje jako czasteczka sygnalizacyjna [15]. W
przestrzeni migedzykomérkowej ATP moze ulega¢ hydrolizie do ADP, AMP i adenozyny.
Pozakomoérkowe ATP, enzymy odpowiedzialne za jego hydroliz¢ (CD39 oraz CD73) i
powstajaca w jej skutek adenozyna wraz ze specyficznymi dla nich receptorami tworza
wspolnie purynergiczng sie¢ sygnalizacyjng. Sie¢ ta zaangazowana jest w kontrole zaréwno
proceséOw fizjologicznych jak 1 patologicznych [16]. Pojgcie sygnalizacji purynergicznej
zostalo zaproponowane po raz pierwszy przez Geoffreya Burnstocka, ktory w 1972 roku
zaprezentowal dowody na to, ze ATP moze pemli¢ funkcje neuroprzekaznika w tkance
nerwowej [17]. W kolejnych latach badania farmakologiczne prowadzone przez Burnstocka
zaowocowaly  zidentyfikowaniem  receptorow  blonowych  odpowiadajacych na
zewnatrzkomorkowe nukleotydy 1 nukleozydy. Receptory te, opisane po raz pierwszy w 1976
roku nazwane zostaty receptorami purynergicznymi [18]. W wyniku dalszych badan Burnstock
zaproponowat rowniez ich klasyfikacje, ktora rozwijata si¢ przez kolejne lata. Pierwotnie
wsrdd receptoroOw purynergicznych wyrozniono dwie rodziny - P1, do ktérej nalezg receptory
aktywowane w odpowiedzi na adenozyn¢ oraz P2, do ktorej nalezg receptory stymulowane
przez ATP/ADP. W 1985 roku Burnstock i Kennedy zaproponowali dalszy podzial receptorow
nalezacych do rodziny receptorow purynergicznych P2 na dwa podtypy — P2X 1 P2Y, ze
wzgledu na ich wlasciwosci farmakologiczne [19]. Receptory te wykazuja jednak zupelnie

odmienny mechanizm dziatania. Obecnie wyroznia si¢ siedem podtypow receptorow
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jonotropowych P2X i osiem podtypdw receptoréw metabotropowych P2Y, do ktorych naleza
receptory wrazliwe zarowno na nukleotydy purynowe, jak i pirymidynowe [20] (Rycina 2).
Aktualnie wiadomo, Ze receptory purynergiczne obecne sg na powierzchni niemal wszystkich
komorek organizmu, a sygnalizacja purynergiczna odgrywa znaczacg role w wielu szlakach
sygnalowych 1 odpowiedziach komorkowych. W zwigzku z tym receptory purynergiczne
stanowig ciaggle interesujacy temat wielu badan naukowych na catym swiecie w kontekscie ich

roli zar6wno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych.

ATP ADP AMP Adenozyna

(1-7) 1,2,4,6,11-14) (Ags Azxs Agps Az)

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie sygnalizacji purynergicznej w komorce. Receptory
P2X aktywowane sa w odpowiedzi na ATP, P2Y sa stymulowane przez ATP 1 ADP. Receptory
z rodziny P1 odpowiadajg natomiast na adenozyng¢. Ektonukleotydazy hydrolizujace ATP do
ADP, AMP i adenozyny (CD39 i CD73) odpowiadaja za regulacje st¢zenia nukleotydéw w
przestrzeni zewnatrzkomorkowej (Zmodyfikowane na podstawie Thompson i wsp., 2021) [21].

1.2.1. Receptory purynergiczne P1

Rodzina receptorow purynergicznych P1 to receptory aktywowane przez adenozyng, wsrod

ktorych wyrdzniono cztery podtypy: Al, A2A, A2B 1 A3. Wszystkie receptory purynergiczne
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nalezace do rodziny P1 sg receptorami metabotropowymi, sprz¢zonymi z biatkiem G (GPCR,
ang. G-protein-coupled receptors). Receptory te wykazuja wspolny schemat struktury i
zbudowane sg z siedmiu domen transblonowych majacych budowg a-helisy. Domeny
potaczone sa ze soba poprzez tancuch aminokwasowy, ktory tworzy trzy petle
zewnatrzkomorkowe oraz trzy cytoplazmatyczne [22]. Domeny transblonowe receptora tworza
kieszen bedaca miejscem wigzania liganda. Koniec aminowy biatka usytuowany jest na
zewnatrz btony komorkowej 1 posiada sekwencje aminokwasowe bedace miejscami
glikozylacji, ktora moze mie¢ wptyw na przemieszczanie si¢ receptora do blony komoérkowe;.
Koniec karboksylowy biatka znajduje si¢ natomiast wewnatrz komorki i zawiera sekwencje
aminokwasow, ktore stuza jako miejsca fosforylacji umozliwiajac utrate wrazliwos$ci

(desensytyzacje) receptora [23].

Receptory purynergiczne nalezace do kolejnych podtypow rodziny P1 rd6znig sie od siebie pod
wzgledem powinowactwa do adenozyny, rodzaju biatek G, z ktorymi oddziatujg oraz szlakow
sygnatowych, ktore w wyniku tego oddzialywania s3 aktywowane. Receptory nalezace do
podrodzin A1, Aza 1 Az charakteryzujg si¢ wysokim powinowactwem do adenozyny, natomiast
receptory Az wykazuja niskie powinowactwo do tego agonisty [24]. Receptory adenozynowe
sa szeroko rozpowszechnione. Wystepuja miedzy innymi w uktadach nerwowym, sercowo-
naczyniowym, oddechowym, zotadkowo-jelitowym, moczowo-piciowym i odporno§ciowym,
a takze w tkance tluszczowej, tkance migsniowej 1 narzagdach wzroku [25] 1 mogg petni¢ rozne

funkcje w zaleznosci od ich lokalizacji.

1.2.2. Receptory purynergiczne P2Y

Receptory P2Y to receptory metabotropowe, ktore aktywowane sg przez zewnatrzkomdrkowe
nukleotydy purynowe 1 pirymidynowe. Rodzina receptoréw P2Y sktada si¢ z oSmiu podtypow
receptoroéw, do ktorych naleza: P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14.
Receptory te naleza do rodziny receptoréw sprzezonych z biatkiem G, pod wzgledem budowy
1 mechanizmu przekazywania sygnatu wykazuja zatem podobienstwo do receptorow
adenozynowych z rodziny P1. Zbudowane sg z siedmiu domen transblonowych potaczonych
trzema petlami zewnatrzkomorkowymi 1 trzema wewnatrzkomorkowymi. N- koniec biatka

receptora znajduje si¢ na zewnatrz komorki, podczas gdy koniec zawierajacy wolng grupe
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karboksylowa umiejscowiony jest wewnatrzkomérkowo [26]. Trzy domeny transbtonowe, do

ktorych nalezg TM3, TM6 1 TM7 tworza miejsce rozpoznawania liganda [27].

Receptory P2Y mozna podzieli¢ na dwie grupy w oparciu o podobienstwa w strukturze i
Sciezce przekazywania sygnatu, ktora jest okreslona przez ich oddziatywanie z réznymi
podrodzinami biatek G. Pierwsza grupa receptoréw to receptory zwigzane sg z biatkiem Gq. do
ktérej naleza receptory P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 i P2Y1l. W wyniku aktywacji tych
receptorow dochodzi do przekazania sygnatlu poprzez biatko Gq 1 aktywacji szlaku fosfolipazy
C typu beta (PLCP), co powoduje zwigkszenie stgzenia trisfosforanu inozytolu (IP3), i w
efekcie prowadzi do mobilizacji oraz wzrostu wewnatrzkomérkowego stezenia jonow Ca®".
Receptory nalezace do tej grupy moga przekazywac sygnat poprzez oddziatywanie réwniez z
innymi podrodzinami biatek G. Receptor P2Y1 jest jedynym receptorem, ktory wiaze si¢
wylacznie z biatkiem Gq. Do drugiej grupy naleza receptory P2Y12, P2Y13 i P2Y14.
Receptory te oddzialuja z biatkami Gin, a ich aktywacja prowadzi do hamowania cyklazy

adenylanowej (AC, ang. adenylate cyclase) i obnizenia poziomu cAMP w komorce [28].

1.2.3. Receptory purynergiczne P2X

Receptory purynergiczne P2X to kanaly jonowe, ktore sa aktywowane w odpowiedzi na
zewnatrzkomorkowy ATP. Wyodrebniono siedem podtypoéw receptorow nalezacych do tej
rodziny: P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5, P2X6 1 P2X7, a podobienstwo w budowie biatka
pomiedzy roznymi podtypami P2X wynosi od 30% do 50% [29]. Receptory te wystepuja w
wielu tkankach 1 liniach komoérkowych, gdzie petnig r6znorodne funkcje [30, 31]. Receptory
P2X tworza funkcjonalne kanaty jonowe poprzez formowanie homo- lub heterooligomerow
sktadajacych si¢ zazwyczaj z trzech podjednostek. Wyjatkiem wsrod tych receptorow jest
P2X6, ktory nie tworzy funkcjonalnych homotrimerow [32, 33] . Podjednostki receptorow P2X
wykazujg wspolny schemat budowy, sktadajg si¢ zdwdch domen transbtonowych potaczonych
ze soba poprzez zewnatrzkomorkowa petle oraz usytuowanych wewnatrz komorkowi NH»- 1

COOBH- koncow biatka.

Miejsce wigzania ATP oraz selektywnych antagonistow zlokalizowane jest w
zewnatrzkomorkowej petli faczacej dwie domeny transbtonowe, ktére zaangazowane sg w
regulacj¢ przewodnictwa przez kanal jonowy i jego formowanie [34]. Dlugos¢ koncow

karboksylowych biatka jest r6zna w zalezno$ci od podtypu receptora P2X i wynosi od 26
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(P2X6) do 239 (P2X7) aminokwasdéw. Homologia sekwencji ogranicza si¢ do pierwszych 25
reszt aminokwasowych, co sugeruje specyficzne funkcje C- koncow biatka dla roznych
podtypow P2X [35, 36]. W odpowiedzi na przyltaczenie si¢ czasteczek zewnatrzkomdrkowego
ATP dochodzi do zmiany konformacji receptora i otwarcia kanalu jonowego co powoduje
natychmiastowg depolaryzacje blony komdorkowej spowodowang przeptywem jonow (Na™, K*
i Ca?") i zwickszenie wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia. W efekcie tego dochodzi
do aktywacji szeregu $Sciezek sygnatlowych. Stezenie ATP niezbedne do aktywacji receptorow
P2X r6zni sie w zaleznosci od typu receptora. Receptory P2X1 i P2X3 wykazuja najwigksza
wrazliwo$¢ na agoniste, ulegajac aktywacji juz przy st¢zeniu ATP ponizej 1 uM. Receptory te
charakteryzuja si¢ réwniez najszybciej wystepujaca utrata wrazliwosci wskutek ich
przedtuzonej aktywacji [37, 38]. Najnizszym powinowactwem wyroznia si¢ natomiast

receptor P2X7, a do jego aktywacji niezbedne jest stezenie ATP powyzej 100 uM [39].

1.3. Receptor P2X7

P2X7 jest receptorem, ktory poprzez swoje wlasciwosci znaczgco wyrdznia si¢ wsrod rodziny
receptorow purynergicznych. Pierwotnie receptor ten zyskat nazwe P2Z, poniewaz odrdzniat
si¢ zarowno od receptoréw z rodziny P2X, jak i P2Y znacznie wyzszym st¢zeniem ATP

niezbednym do jego aktywacji [40].

W toku dalszych badan nad receptorem wykazano jednak, Ze receptor ten charakteryzuje si¢
wysoka homologia sekwencji biatka w stosunku do pozostalych szeéciu receptoréw rodziny
P2X 1 dlatego tez dokonano jego reklasyfikacji 1 zakwalifikowano go jako P2X7 [41].
Wyjatkowa cechg receptora P2X7 jest takze modulacja jego aktywno$ci w zaleznosci od
stezenia ATP. Przy niskich stezeniach ATP receptor ten tworzy kanat jonowy. Natomiast przy
wysokich stezeniach ATP lub jego dlugotrwatej stymulacji receptor tworzy nieselektywny por,
ktory powoduje przepuszczalnos¢ btony komdrkowej 1 umozliwia przechodzenie przez btone
czasteczkom o masie czasteczkowej do 900 Da, co w konsekwencji moze indukowac §mier¢

komorki [42, 43] (Rycina 3).
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Rycina 3 Graficzne przedstawienie standw aktywacji receptora P2X7. A) Stan spoczynkowy
receptora, w ktorym agonista (ATP) jest nieobecny lub wystepuje w niewystarczajagcym
stezeniu, przez co konformacja receptora nie prowadzi do otwarcia jego kanatu jonowego.
B) Poczatkowa aktywacja receptora w ciagu milisekund przy niskim stezeniu ATP,
powodujaca selektywne otwarcie kanatu dla kationéw. C) Faza przedtuzonej aktywacji, w
ktorej dochodzi do otwarcia poru komorkowego, co umozliwia nieselektywny przeptyw
duzych czasteczek takich jak YO-PRO-1 (Zmodyfikowane wg. Martinez-Cuesta i wsp,
2020) [44].

1.3.1. Lokalizacja genu receptora P2X7, warianty jego skladania i
polimorfizmy

Ludzki receptor P2X7 kodowany jest przez gen hP2RX7 zlokalizowany na dlugim ramieniu
chromosomu 12, w pozycji 12q24.31 [45]. Na chromosomie 12, w jego poblizu znajduje si¢
rowniez gen kodujacy receptor P2X4 (P2RX4) zlokalizowany w pozycji 12.q24.32. Uwaza sig,
7ze oba geny pochodza z kolejnych duplikacji genow [46, 47]. Gen P2RX7 zostat
zidentyfikowany u co najmniej 55 gatunkow ssakow i1 kregowcoéw. Doktadna struktura i
umiejscowienie tego genu zostaty natomiast szczegotowo opisane miedzy innymi u gatunkow,
do ktoérych naleza mysz, szczur, makak krélewski 1 kawia domowa. U niemal wszystkich
ssakow, w tym réwniez u ludzi, gen P2RX7 sklada si¢ z 13 eksonow, ale rozni si¢
umiejscowieniem na chromosomach [48]. Dla przyktadu, geny kodujace receptor P2X7 u
myszy 1 szczura wykazuja odpowiednio 81% 1 80% podobienstwa do genu ludzkiego pod
wzgledem budowy [41, 49]. Funkcje receptora P2X7 moga by¢ modyfikowane poprzez
alternatywne sktadanie jego genu. Zidentyfikowanych zostato dotychczas trzynascie réznych

wariantow skladania genu P2RX7, wybrane przedstawiono na rycinie 4. Warianty te r6Znig si¢
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miejscem rozpoczecia i zakonczenia transkrypcji czy liczbg eksondéw, a w efekcie dtugoscia

mRNA 1 strukturg kodowanego biatka [50, 51].

NH+ TM1 Domena zewnatrzkomorkowa TM2

P2X7A |
P2X7B 1
P2X7C |
P2X7D 1
P2X7E
P2X7F
P2X7G
P2X7H
P2X7J

P2X7L
! Kodon STOP

Rycina 4 Graficzne przedstawienie wybranych wariantéw alternatywnego sktadania genu receptora
P2X7 (Zmodyfikowane wg. Andrejew i wsp, 2020 oraz De Salis i wsp., 2022) [52, 53].

Cheewatrakoolpong i wspotpracownicy opisali w 2005 roku pierwsze osiem wariantow
sktadania genu P2RX7. Pierwszy z nich, gen oznaczony symbolem P2X7A sklada si¢ z
wszystkich 13 eksondéw, a w wyniku jego translacji powstaje podjednostka receptora
reprezentujgca pelnowymiarowe biatko sktadajace sie z 595 aminokwasow. Inne warianty
sktadania genu receptora charakteryzujg si¢ zmianami w sekwencji, ktore wptywaja na funkcje
receptora. P2X7B, E 1 G sg skrocone z powodu wstawienia intronu mi¢dzy eksonami 101 11,
co skutkuje wprowadzeniem przedwczesnego kodonu stop. P2X7B jest najczesciej
wystepujaca skrocong forma receptora, ktora zachowuje aktywnos$¢ kanatu jonowego. Utrata
czesci konca karboksylowego uniemozliwia mu funkcje formowania pora komoérkowego i
dlatego tez dlugotrwata stymulacja P2X7B nie prowadzi do $mierci komorkowej. Jednakze,
wystepowanie zarowno P2X7B jak 1 P2X7A prowadzi do powstania receptora, ktory wykazuje
znacznie wigksza efektywno$¢ w pordwnaniu do receptora zbudowanego wylacznie z
podjednostek P2X7A. Wykazano, ze receptor P2X7A-P2X7B wykazuje wyzsze
powinowactwo do ATP i zwigkszong zdolnos¢ do wspomagania metabolizmu energetycznego

1 proliferacji komodrek [54]. 1zoforma P2X7E dodatkowo nie posiada eksondéw siddmego 1
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O6smego, a w wyniku jego translacji powstaje biatko ze skroconym koncem karboksylowym,
nie posiadajace kluczowych do wigzania ATP fragmentow domeny zewnatrzkomoérkowe;.
Warianty P2X7C, D i F charakteryzuja si¢ delecjami eksondéw. P2X7C i D nie maja
odpowiednio eksondow czwartego i pigtego, natomiast P2X7F nie posiada zarowno eksonu
czwartego jak 1 6smego. Warianty G i H zawieraja dodatkowy ekson N3, ktory wystepuje

pomiedzy eksonami drugim i trzecim [55].

Dalsze badania zidentyfikowaty m.in. wariant P2X71 powstaty w wyniku mutacji w miejscu
sktadania intronu 1, prowadzacej do braku ekspresji biatka [56]. Kolejny z wariantow sktadania
genu, P2X7J jest pozbawiony eksonu 6smego, a biatko powstate w wyniku jego translacji
pozbawione jest fragmentu domeny zewnatrzkomoérkowej, jednej z domen transblonowych i
konca karboksylowego. Tak zbudowany receptor nie ma mozliwo$ci wigzania ligandu, a zatem
jest niefunkcjonalny. Dodatkowo, wykazano rowniez, ze P2X7J taczac si¢ z P2X7A hamuje
jego aktywnos¢, a taki heterotrimer wplywat na zwigkszenie odpornosci komorek raka szyjki
macicy na zewnatrzkomorkowe ATP [57]. P2X7L natomiast charakteryzuje si¢, tak jak P2X7E,
brakiem fragmentu domeny zewnatrzkomoérkowej spowodowanym delecjg eksonow ésmego i
siodmego. Po transfekcji do komorek HEK 293 P2X7L utatwiat fagocytozg w odpowiedzi na
ATP, nie indukowal natomiast typowych efektow P2X7A, takich jak tworzenie kanatu
jonowego czy nieselektywnego poru [51]. Natomiast, niefunkcjonalny wariant P2X7 nazwany
nfP2X7, ktory wykazuje obecnos¢ epitopu E200A, nie jest zdolny do tworzenia
cytotoksycznego poru [58].

W obrgbie ludzkiego genu receptora P2X7 zidentyfikowano ponad 150 niesynonimicznych
polimorfizméw pojedynczych nukleotydow, ktore wplywaja na modulacje funkcji receptora.
Roézne warianty genetyczne powigzane zostaly zarowno z wzmocnieniem funkcji receptora

P2X7 jak i z jego catkowita utrata.

1.3.2. Budowa bialka receptora P2X7

Funkcjonalny receptor P2X7 sktada si¢ z trzech podjednostek kodowanych przez gen P2RX7.
Podjednostka receptora P2X7 jest biatkiem zlozonym z 595 aminokwasow, a w jego budowie
wyrdznia si¢ dwie domeny transbtonowe (TM1 i TM2), usytuowane wewnatrzkomorkowo

koniec aminowy 1 koniec karboksylowy oraz duza petle zewnatrzkomédrkowa (rycina 5).
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Zaréwno koniec karboksylowy jak 1 aminowy podjednostki receptora P2X7 petnig istotng rolg

w jego biologii.

Domena
zewnatrzkomorkowa

Srodowisko
zewnatrzkomorkowe

Whnetrze 4 \/ﬁ—t. Koniec aminowy

komorki

Koniec karboksylowy

Rycina 5 Przedstawienie struktury drugorzedowej monomeru P2X7R z pigcioma
domenami:  zewnatrzkomoérkowa, dwiema transblonowymi (TM1 1 TM?2),
wewnatrzkomoérkowym N-koncem oraz wewnatrzkomoérkowym C-koncem
(Zmodyfikowane wg. Martinez-Cuesta 1 wsp, 2020) [44].

Udowodniono, Ze krotki koniec aminowy odgrywa role¢ w regulacji przepltywu jonéw wapnia
przez kanal jonowy [59] oraz wplywa na aktywacje kinaz sygnatowych [60]. Unikalny dla
P2X7R, wydtuzony o 200 aminokwasoéw w poréwnaniu do innych receptoréw z rodziny P2X
koniec karboksylowy odgrywa kluczowa role w procesie oligomeryzacji biatka receptora oraz
formowania poru btonowego [36, 54, 61-64]. Co wigcej, koniec karboksylowy receptora
posiada fragment bogaty w reszty cysteinowe, ktory ulega palmitoilacji, a proces ten odgrywa
kluczowa role w transporcie receptora do blony komorkowej 1 w zapobieganiu jego

desensytyzacji [65, 66].

W obrebie konca karboksylowego receptora P2X7 zidentyfikowane zostato rowniez miejsce
wigzania lipopolisacharydu (LPS), co sugeruje istotny udziat receptora P2X7 w modulowaniu
odpowiedzi zapalnej [67, 68]. Ponadto, w strukturze konca karboksylowego P2X7R obecne s3
réwniez domeny zdolne do interakcji z réoznorodnymi biatkami [41]. Miejsca wigzania ATP

zlokalizowane s3 w domenach zewnatrzkomorkowych P2X7R, na styku kazdej pary
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sasiadujgcych podjednostek. Natomiast, kanat jonowy tworzony jest poprzez ich domeny

transblonowe TM?2.

Szereg badan nad strukturg krystaliczng 1 mutageneza pozwolito rowniez na identyfikacje
miejsc allosterycznych dla antagonistow, ktore znajdujg si¢ w poblizu kieszeni wigzacej ATP.
Badanie, w ktorym uzyskano strukture krystaliczng ssaczego P2X7R ze skroconej
podjednostki receptora z pandy wielkiej (Ailuropoda melanoleuca) sugeruje réwniez, ze
kieszen wigzaca ATP w P2X7R charakteryzuje si¢ ograniczonym dostgpem, co moze
wyjasnia¢, dlaczego wielu agonistow receptorow z rodziny P2X jest nieaktywnych w

przypadku P2X7R [69].

1.3.3. Aktywacja receptora P2X7

Naturalnym agonista receptora P2X7 jest zewnatrzkomorkowy ATP, a jego stezenie efektywnie
aktywujace receptor r6zni si¢ w zaleznosci od gatunku, z ktérego receptor pochodzi i wynosi
od 50 uM do 2,5 mM. Aktywacja receptora moze by¢ stymulowana réwniez poprzez
syntetyczne analogi ATP, do ktoérych nalezg 2(3)-O-(4-benzoylbenzoyl) ATP (BzATP) oraz
adenozyno 5-(y-tio) trojfosforan (ATPyS). Powinowactwo receptora rdzni si¢ natomiast w
stosunku do syntetycznych agonistow w poréwnaniu do jego naturalnego agonisty. Stezenie,
szeroko wykorzystywanego w badaniach BzATP niezbedne do aktywacji receptora P2X7 jest
10-krotnie lub nawet 100-krotnie mniejsze od niezbednego stezenia ATP. Z kolei ATPyS jest
stabszym agonistag P2X7 w poroéwnaniu do zarowno BzATP, jak i jego naturalnego agonisty.
Stezenia agonistow konieczne do aktywacji receptora ro6znig si¢ rowniez w zaleznos$ci od
gatunku, z ktdrego receptor pochodzi [70].Aktywacja sygnalizacji za posrednictwem P2X7R
charakteryzuje si¢ niezwykla plastycznoscig 1 moze zaleze¢ takze od innych czynnikéw niz
tylko zewnatrzkomorkowy ATP. Istnieja dowody sugerujace, ze szereg czynnikOw nie
bedacych nukleotydami moze dziata¢ jako pozytywne modulatory allosteryczne receptora
P2X7. Naleza do nich migdzy innymi amyloid-f [71], surowiczy amyloid A [72], polimyksyna
B [73], a takze LL-37, antybakteryjny peptyd nalezacego do rodziny katelicydyn. Co ciekawe,
wstepne badania sugerowaly mozliwos¢ bezposredniej aktywacji receptora P2X7 z
wykorzystaniem LL-37 [74]. Kolejne badania przedstawily jednak dowody na to, ze nie
aktywuje on receptora bezposrednio, a petni funkcj¢ pozytywnego modulatora jego aktywacji

z uzyciem agonisty [75]. Wszystkie te zwiazki zwigkszaja wrazliwo$¢ receptora na ATP i
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poteguja zwigzane z jego aktywacjg odpowiedzi takie jak naptyw jonow wapnia do komorki,

przepuszczalno$¢ btony czy cytotoksycznos¢ [73].

Receptor P2X7 wykazuje takze zdolnos$¢ do aktywacji poprzez zupetnie odmienny mechanizm,
ktory jest zalezny od lipopolisacharydow, endotoksyn pochodzacych z bakterii gram-
ujemnych. Wykazano bowiem, ze nagromadzenie LPS-u wewnatrz komoérki moze wptywaé na
aktywacj¢ receptora P2X7. LPS wewnatrzkomdrkowo stymuluje kaspaze-11, ktora z kolei
aktywuje paneksyne 1, nieselektywny kanat odpowiedzialny za uwalnianie nukleotydow, w
tym rowniez ATP. W ten sposob dochodzi do zwiekszonego uwalniania ATP z komorki 1
zwrotnej aktywacji P2X7R [76]. Postuluje si¢, ze LPS moze bra¢ réwniez zwigkszacé
wrazliwo$¢ receptora na agonist¢ poprzez oddzialywanie z domena na jego koncu

karboksylowym [67].

1.3.4. Zahamowanie aktywnosci receptora P2X7

Funkcje receptora moga by¢ hamowane poprzez szereg selektywnych lub nieselektywnych
antagonistow. Pierwsza generacja antagonistow receptora P2X7 cechowala si¢ niskg
specyficznoscia, a ich wykorzystanie prowadzito do hamowania aktywnosci rowniez innych
receptoréw z rodziny P2X, a nawet receptorow z rodziny P2Y i innych czasteczek [70]. Do
grupy tej naleza zwiazki takie jak suramina i PPADS [77, 78], ktore charakteryzuja si¢
niewielkim powinowactwem do receptora, czy biekit brylantowy (BBG), ktéry hamuje takze
inne receptory z rodziny P2X oraz paneksyne-1 [79, 80]. Inny z przedstawicieli tej grupy
inhibitorow, oATP hamuje funkcje receptora w sposob nieodwracalny poprzez modyfikacje
struktury kowalencyjnej biatka, co wptywa na jego atrakcyjnos¢ w kontekscie badan in vivo.
Inhibitor ten, cho¢ wykazuje wigksza selektywnos$¢, hamuje rowniez receptory P2X2 1 P2X3
[81, 82]. W odpowiedzi na potrzebe bardziej precyzyjnego oddziatywania na receptor P2X7 1
wraz z poznaniem jego struktury, opracowano inhibitory drugiej generacji charakteryzujace si¢
wysoka selektywno$cia w stosunku do inhibitorOw pierwszej generacji, a takze lepszymi
wlasciwosciami farmakokinetycznymi. Dzigki temu inhibitory te sa wykorzystywane z
sukcesem w badaniach in vivo. Do grupy tych inhibitoréw naleza migdzy innymi AZ10606120,
ktory wptywal na zmniejszenie guza 1 wykazywal dzialanie anty-angiogenne w mysich
modelach nowotworow [83], a takze A-839977, ktory wykazuje dziatanie przeciwbdlowe w

szczurzych 1 mysich modelach bolu zwigzanego z zapaleniem [84]. Poro6wnanie efektywnosci
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wybranych inhibitorow receptora P2X7, zardwno pierwsze] jak 1 drugiej generacji z

uwzglednieniem réznic pomiedzy gatunkami przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1 Poréwnanie efektywnos$ci inhibitoréw receptora P2X7 z uwzglednieniem roznic

pomiedzy gatunkami (Zmodyfikowane na podstawie Bartlett i wsp., 2014) [70].

Inhibitor Wskazanie Faz'a 'badama Rezultat SpOll'Stzl‘ badania Numer NCT
klinicznego klinicznego
JNJ-54175446 | Depresja I - Janssen Pharmaceuticals | NCT04116606
JNJ-55308942 | Depresja dwubiegunowa I - Janssen Pharmaceuticals | NCT05328297
PTM-001 Zapalenie gruczolow 1 - Phoenicis Therapeutics | NCT05020730
potowych
CE224535 |Reumatoidalne zapalenie 1 Brak efektu Pfizer NCT00628095
stawow
Reumatoidalne zapalenie
AZD-9056 . il Brak efektu AstraZeneca NCT00520572
stawow
GSK1482160 | D0 Zviazany z I Brak efektu GlaxoSmithKline NCT00849134
zapaleniem
. Zmniejszenie
g ik , I zmiany Biosceptre NCT02587819
nf-P2X7) podstwanokomorkowy .
chorobowej
Niealkoholowe Niekorzystny
SGM-1019 sthuszczeniowe zapalenie I stosunek ryzyko/ | Second Genome NCT03676231
watroby korzysc
[18F] INJ- Glejak. wm;lopostamowy/ .
Badanie diagnostyczne: - - Janssen Pharmaceuticals | NCT05753995
64413739 .
obrazowanie PET

Zahamowanie funkcji receptora mozliwe jest rOwniez poprzez uzycie przeciwciat
monoklonalnych lub nanocial, ktore stanowig alternatywe dla inhibitorow w postaci matych
czasteczek chemicznych. Dla przyktadu, badania wykazaly, Zze uzycie nanocial specyficznych
dla P2X7 zlagodzito objawy choroby w dwoch réznych eksperymentalnych mysich modelach
chorob zapalnych, ktebuszkowego zapalenia nerek wywolanego przeciwciatami i alergicznego
kontaktowego zapalenia skory. Przeciwciala skierowane przeciwko niefunkcjonalnemu
receptorowi P2X7 (nfP2X7) testowane w badaniu klinicznym przynosity efekty w terapii raka
podstawnokomorkowego [58]. Dodatkowo, wykazano réwniez, ze na inhibicj¢ receptora moze
wplywaé¢ wewnatrzkomorkowe stezenie jond6w wapnia, magnezu, cynku i miedzi, a kationy
dwuwartosciowe oddziatuja z domeng pozakomodrkowa receptora wplywajac na wigzanie
agonisty [85]. Podobnie sktadnik lipidowy btony plazmatycznej znaczaco wptywa na funkcje

P2X7, badania potwierdzaja wplyw cholesterolu na hamowanie P2X7 poprzez jego laczenie

si¢ z koncami, zarowno aminowym jak i karboksylowym receptora [86].
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Wiele drobnoczasteczkowych antagonistow receptora P2X7 jest obecnie komercyjnie
dostgpnych do uzytku w laboratoriach badawczych, A ze wzgledu na rosngce zainteresowanie
receptorem P2X7 jako potencjalnym celem terapeutycznym w roznych schorzeniach, jego
inhibitory s3 obecnie réwniez testowane w ramach badan klinicznych. Zestawienie badan
klinicznych z ostatnich lat przedstawiono w tabeli 2. Co warto zauwazy¢, zaden z
opracowanych wysoce selektywnych antagonistow P2X7 nie wykazal skutecznosci w
zaawansowanych badaniach klinicznych na poziomie, ktéry pozwolitby na wprowadzenie go

na rynek.

Tabela 2 Zestawienie badan klinicznych i przedklinicznych z wykorzystaniem inhibitorow
receptora P2X7 oraz ich sugerowanym wskazaniem (Zmodyfikowane na podstawie Al-

Aqtash, 2024) [87].

Inhibitor Wskazanie Faz.a .badama Rezultat Spon'so‘r badania Numer NCT
klinicznego klinicznego
JNJ-54175446 | Depresja I - Janssen Pharmaceuticals |NCT04116606
JNJ-55308942 | Depresja dwubiegunowa I - Janssen Pharmaceuticals | NCT05328297
PTM-001 Zapalenie gruczolow 1l - Phoenicis Therapeutics | NCT05020730
potowych
CE224535 | Reumatoidaine zapalenie 1 Brak efektu Pfizer NCT00628095
stawow
Reumatoidalne zapalenie
AZD-9056 . il Brak efektu AstraZeneca NCT00520572
stawow
GSK1482160 | DO Zviazany z I Brak efektu GlaxoSmithKline NCT00849134
zapaleniem
. Zmniejszenie
BSCT (Anti- | Rak , I Zmiany Biosceptre NCT02587819
nf-P2X7) podstwanokomorkowy .
chorobowej
Niealkoholowe Niekorzystny
SGM-1019 sthuszczeniowe zapalenie I stosunek ryzyko/ | Second Genome NCT03676231
watroby korzysc
[18F] INJ. Glej ak. w1§lopostac10w/ .
Badanie diagnostyczne: - - Janssen Pharmaceuticals |NCT05753995
64413739 .
obrazowanie PET

1.4. Rola P2X7 w skorze

Obecnos¢ receptora P2X7 zostala potwierdzona w réznych typach komoérek skory, w tym

melanocytach, fibroblastach, keratynocytach, a takze w komoérkach uktadu odpornosciowego,
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takich jak komorki Langerhansa. Uwaza si¢, ze P2X7 moze odgrywac istotng role w
utrzymaniu homeostazy skory. Ponadto, receptor ten zostat powigzany z r6znymi schorzeniami

dermatologicznymi i stanowi potencjalny cel terapeutyczny w leczeniu chordb skory.

1.4.1. Fibroblasty

Fibroblasty stanowig niezwykle zréznicowang populacja komoérek wystepujaca w skorze
odgrywajac kluczowa role w utrzymanie homeostazy, biorgc udziat w procesie gojenia ran oraz
reakcjach zapalnych [88]. Ludzkie fibroblasty wyizolowane ze skory wykazuja ekspresje
receptora P2X7, a jego aktywno$¢ w tych komorkach zostata po raz pierwszy opisana w 1999
roku. Badania przeprowadzone przez Solini 1 wsp. wykazaly, ze receptor ten wplywa na
wydzielanie interleukiny 6 (IL-6) z fibroblastow oraz bierze udziat w regulacji apoptozy tych
komorek. Co wigcej badacze zaobserwowali rowniez, ze odpowiedzi receptora w fibroblastach
moga by¢ modulowane w zalezno$ci od zawartosci glukozy w $rodowisku. Wyzsze stezenie
glukozy zwigkszalo wrazliwo$¢ receptora na jego agonistg, zatem nizsze jego dawki
wywolywaty silniejszy efekt. Autorzy sugerowali, ze efekt ten nie wynikat ze zwigkszonego
poziomu ekspresji P2X7, lecz ze zmiang w jego lokalizacji komoérkowej pod wplywem
wigkszego stezenia glukozy w srodowisku [89, 90]. Badanie fibroblastow wyizolowanych ze
skory pacjentow ze sklerodermg (twardzing ukladowg) wykazato zwigkszong ekspresje
receptora P2X7 na powierzchni komodrek oraz wzmozony naptyw wapnia do komorek w
wyniku aktywacji receptora. Stymulacja tych fibroblastéw z uzyciem BzATP zwigkszala
ekspresj¢ markera miofibroblastow o-SMA, co sugeruje, ze P2X7 moze wpltywaé na
réznicowanie tych komorek. Ponadto, aktywacja receptora przyspieszata migracje komorek
oraz zwigkszata produkcje kolagenu, a oba te efekty sg istotnymi czynnikami postepu
zwloknienia. Wyniki sugeruja, ze mechanizm wewnatrzkomoérkowy lezacy u podstaw efektow
fibrogennych wywotanych poprzez aktywacj¢ P2RX7 w tych komorkach zwigzany jest z
aktywacja Sciezki sygnatowej kinazy ERK 1/2. Co wigcej, P2X7 jest rowniez zaangazowany
w produkcje prozapalnej IL-6 w komorkach pochodzacych od pacjentow ze skleroderma [91].
Z kolei inne, niedawno opisane badania wykazuja, ze P2X7R negatywnie reguluje migracje
fibroblastow pochodzacych ze skory poprzez wptyw na dynamike cytoszkieletu aktynowego.
Blokowanie P2X7R z uzyciem antagonisty powodowalo reorganizacj¢ cytoszkieletu
aktynowego i1 tym samym przyspieszato migracje tych komorek. Flores-Muioz i wsp. opisuja

réwniez funkcjonalne potaczenie pomigdzy receptorem P2X7 1 paneksyng 1 (Panx1), biatkiem
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odpowiedzialnym za komunikacje miedzykomorkowsg. Analizy sugeruja, ze miedzy kanatami
P2X7R a Panx1 zachodzi interakcja w formie petli sprzgzenia zwrotnego, gdzie ATP uwalniane

przez Panx1 indukuje aktywacj¢ P2X7R, ktory nastepnie modeluje aktywnos¢ Panx1 [92].

1.4.2. Keratynocyty

Keratynocyty stanowig glowna populacje komorek naskorka, petnige funkcje bariery
ochronnej oraz odgrywajac kluczowa role w odpowiedzi odpornosciowej [93]. Receptor P2X7
jest obecny w keratynocytach, a jego aktywacja prowadzi do $mierci komorek, co zostato
potwierdzone zardwno w badaniach in vivo, jak i in vitro [94, 95]. Obecno$¢ P2X7 w gornych
warstwach naskorka oraz jego kolokalizacja z markerami apoptozy sugeruja, ze uczestniczy w
kontrolowanej $mierci dojrzatych keratynocytéw, co jest istotne dla prawidtowego
réznicowania naskorka [94]. Ekspresja receptora P2X7 w keratynocytach wzrasta pod
wptywem interferonu gamma (IFN-y), a jego podwyzszony poziom zostat zaobserwowany w
zmianach skérnych u pacjentow z tuszczyca oraz atopowym zapaleniem skory [96]. Ponadto,
receptor ten posredniczy w autofagii indukowanej przez LL-37, ktora jest kluczowa dla
homeostazy skory i1 prawidlowego réznicowania keratynocytéw [97, 98]. Proces ten wplywa
roOwniez na integralnos¢ bariery naskorka poprzez regulacj¢ potaczen Scistych, co podkresla
znaczenie P2X7 w ochronie skory przed czynnikami zewnegtrznymi. Receptor P2X7 bierze
réwniez udzial w migracji keratynocytow i procesie gojenia ran, szczegdlnie pod wplywem
peptydow przeciwdrobnoustrojowych LL-37 1 Pep19-2.5 [99, 100]. Jego aktywacja jest
roOwniez istotna dla procesu gojenia ran indukowanego S$rednioczasteczkowym kwasem
hialuronowym (100-300 kDa; MMW-HA). Badania wykazaly, Ze zastosowanie inhibitora
P2X7, BBG catkowicie hamuje korzystny wplyw MMW-HA na gojenie ran 1 proliferacje
fibroblastow, co sugeruje, ze receptor ten jest kluczowy dla efektow terapeutycznych kwasu
hialuronowego [101]. P2X7 odgrywa réwniez istotng role w odpowiedzi na promieniowanie

UVA.

Badania na linii komoérkowej HaCaT wykazaly, ze receptor ten posredniczy w produkcji
prozapalnej interleukiny 6 w odpowiedzi na promieniowanie UVA. Mechanizm ten obejmuje
posrednig rolg P2X7 w uwalnianiu ATP, ktére nastgpnie aktywuje receptory purynergiczne
P2Y11 i P2Y13, prowadzac do indukcji IL-6 [102]. Biorac pod uwage znaczenie IL-6 w

procesach zapalnych skoéry, fotostarzeniu oraz degradacji macierzy zewnatrzkomorkowe;,
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ukierunkowanie na receptor P2X7 lub receptory P2Y moze stanowi¢ potencjalng strategi¢
terapeutyczng w ochronie skoéry przed uszkodzeniami spowodowanymi promieniowaniem
UVA. Dodatkowo, P2X7 uczestniczy w aktywacji inflamasomu w keratynocytach pod
wplywem ATP, co skutkuje aktywacja kaspazy-1 i wydzielaniem cytokin prozapalnych IL-13
oraz IL-18. Zwigkszona aktywnos$¢ inflamasomu moze réwniez prowadzi¢ do wzrostu
ekspresji  chemokiny CXCL9, odpowiedzialnej za rekrutacje komoérek uktadu
odpornosciowego. W konsekwencji, keratynocyty moga wptywaé na sasiadujace melanocyty,

co moze mie¢ znaczenie w patogenezie chorob zapalnych skory [103].

1.4.3. Melanocyty

Melanocyty sa komodrkami, ktore odpowiadaja w skorze za pigmentacje, ale moga rowniez
bra¢ udziat w odpowiedzi odpornosciowej [104]. Ludzkie melanocyty charakteryzujg sie
wystepowaniem na ich powierzchni receptora P2X7, ktory ulega aktywacji w odpowiedzi na
jego stymulacje z uzyciem ATP. W ostatnim czasie pojawit si¢ szereg doniesien literaturowych
dotyczacych wptywu aktywacji receptora P2X7 na proces melanogenezy. Badacze
zaobserwowali uwalnianie ATP pod wplywem promieniowania UVB zaréwno =z
keratynocytow i melanocytow. Potwierdzili oni, Ze zar6wno ATP, jak i jego analog BzATP
aktywuja P2X7 w melanocytach, a proces ten jest blokowany przez agoniste receptora,
A438079. Lee 1 wsp. zasugerowali, ze ATP pochodzace z naswietlanych promieniowaniem
UVB keratynocytow moze odpowiada¢ za aktywacje receptora na melanocytach. Wyniki
badan wykazaty, ze P2X7 uczestniczy w aktywacji szlakow sygnatowych odpowiedzialnych
za melanogenez¢ poprzez wplyw na zwigkszenie poziomu ekspresji MITF, jednego z
najwazniejszych jadrowych czynnikow transkrypcyjnych regulujacych proces melanogenezy.
Aktywacja receptora skutkowata zwigkszeniem zawarto$¢ melaniny w melanocytach, co
potwierdza, ze P2X7 moze by¢ istotnym czynnikiem wptywajacym na pigmentacj¢ skory. Tym
samym rowniez, badacze sugeruja, ze P2X7 powinien by¢ rozwazany jako cel terapeutyczny

w zaburzeniach pigmentacji skory [2].

Kolejne badania podkreslajace role receptora w procesie melanogenezy wykazaty pozytywny
wpltyw ATP na poziom biatek zwigzanych z melanogeneza, w tym tyrozynazy, MITF oraz
gp100. Efekt ten byt ostabiony, gdy komdrki byty wstgpnie inkubowane z uzyciem inhibitora

receptora P2X7, AZD-9056. Uzycie tego antagonisty hamowato réwniez indukowang przez
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ATP syntez¢ melaniny [105]. W badaniu Ahn i wsp. naukowcy zbadali potencjalng role
receptora P2X7 w patogenezie bielactwa, choroby autoimmunologicznej charakteryzujacej si¢
utratg funkcjonalnych melanocytow prowadzaca do depigmentacji skory. Badanie to wykazato,
ze aktywacja P2X7 w ludzkich pierwotnych melanocytach prowadzi do aktywacji kaspazy 1,
co skutkuje zwickszong produkcja prozapalnych cytokin IL-1f i IL-18. Dodatkowo, w
melanocytach poddanych dziataniu wysokich stezen ATP zaobserwowano wzrost poziomu
aktywnej kaspazy 3, bedacej markerem apoptozy. Barwienie aneksyng V, umozliwiajace
detekcje komorek podlegajacych apoptozie, wykazato istotny wzrost liczby komorek z
dodatnig reakcja po traktowaniu ATP. Efekt ten zostal zahamowany przez zastosowanie
antagonisty receptora P2X7, A438079. Dodatkowo, w badaniu ex vivo skoéra stymulowana ATP
réwniez wykazywata podwyzszony poziom aktywnej kaspazy 3, a pod wplywem traktowania
zmniejszala si¢ liczba melanocytow wykazujacych ekspresje MITF. Ponadto, w linii
komorkowej melanocytéw pochodzacych od pacjentow z bielactwem (PIG3V) wykazano
obecnos$¢ aktywnej kaspazy-1, ktorej poziom wzrastat pod wptywem traktowania ATP. Autorzy
sugeruja zatem, ze aktywacja receptora P2X7 przez ATP moze odgrywaé rolg w Sciezce

sygnatowej odpowiedzialnej za patogenezg bielactwa [103].

1.4.4. Komorki ukladu odpornosciowego

Obecnos¢ receptora P2X7 w komorkach uktadu odpornosciowego oraz jego rola w odpowiedzi
odpornosciowej 1 w odpowiedzi zapalnej zostala szeroko opisana w literaturze. Poczatkowo
uwazano nawet, ze jest on obecny wytacznie w komodrkach uktadu odpornosciowego [106].
Niewiele jest natomiast badan wykazujacych wystgpowanie receptora i jego aktywno$¢ w
komorkach uktadu odpornosciowego pochodzacych ze skory. W literaturze istnieja doniesienia
o obecnosci receptora w komorkach dendrytycznych, ktore sa komorkami prezentujagcymi
antygen i odgrywaja wazng role w tworzeniu odporno$ci adaptacyjnej i utrzymywaniu
tolerancji obwodowej. Wyodrgbnia si¢ sposréd nich komodrki Langerhansa, ktore
zlokalizowane s3 w naskorku. Badania potwierdzaja, ze zarowno ludzkie jak 1 mysie komorki
Langerhansa wyizolowane z naskorka wykazuja ekspresje receptora P2X7 [107, 108].
Obecnos¢ receptora potwierdzono takze w komorkach dendrytycznych pochodzacych ze skory,
a badanie to wykazato, ze blokowanie receptora w tych komorkach hamuje ich potencjat do

aktywacji limfocytow T. Warto jednak zauwazy¢, ze badanie to wykonane byto na komorkach
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pochodzacych ze skory ptodu [109]. Killen 1 wsp. wykazali badaniu ex vivo, ze stymulacja
receptora P2X7 aktywuje dojrzewanie i1 roznicowanie komorek dendrytycznych w skorze i
komoérek Langerhansa w naskorku. Oba typy komoérek wykazywatly podwyzszong ekspresje
markera roznicowania komorek dendrytycznych, DC-LAMP pod wplywem aktywacji
receptora. Pobudzenie receptora w tych komodrkach prowadzilo rowniez do wydzielania
cytokin prozapalnych IL-1, IL-6, IL-23, a takze czynnika wzrostu srodbtonka naczyniowego
(VEGF). Co wigcej, zwickszone wydzielanie IL-1p i IL-23 przez komorki dendrytyczne
sprzyjato réznicowaniu limfocytow Th17. W odpowiedzi na aktywacje receptora zardéwno
komorki dendrytyczne, jak 1 komorki Langerhansa wydzielaly takze biatko HMGBI1 (ang.
High-mobility group box 1), ktére promuje odpowiedz zapalng, a dodatkowo zwigkszona byta
rownie ekspresja receptora dla tego biatka, RAGE (ang. receptor for advanced glycation
endproducts) [110]. Nie istniejg bezposrednie dowody na ekspresje receptora P2X7 w takich
komorkach jak makrofagi czy limfocyty T zasiedlajace skore czy tez naptywajace granulocyty.
Wiele badan wykazuje natomiast, ze komorki te wyizolowane z innych tkanek charakteryzuja
si¢ obecnos$cig receptora na ich powierzchni, a aktywacja receptora generuje w tych komorkach
rézne odpowiedzi [111]. Wykazano migdzy innymi, ze aktywacja receptora moze prowadzi¢ w
makrofagach do zwigkszonego wydzielania IL-1P i1 prostaglandyny 1 [112], wydzielanie
reaktywnych form tlenu [113], czy moze wspomaga¢ zabijanie wewnatrzkomorkowych
pasozytow [114]. W limfocytach wykazano, ze aktywacja receptora moze prowadzi¢ do
wydzielania CD62L, molekuly adhezyjnej ktéra moze wplywaé na migracje limfocytow T w
miejsce zapalenia [115, 116]. Natomiast, komorki tuczne pochodzace ze skory wykazuja
niewielka ekspresj¢ receptora P2X7, w odrdznieniu do komorek pochodzacych z innych
tkanek. Badanie Kurashimy 1 wsp. sugeruje, ze ekspresja receptora w komorkach tucznych
moze by¢ blokowana poprzez enzym Cyp26bl, ktéry odpowiada za rozkladania kwasu

retinowego. Dokladny mechanizm nie jest jednak poznany [117].
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2. Materialy i metody

Izolacja pierwotnych komoérek skory ludzkiej oraz komorek czerniaka ludzkiego, a takze
wszystkie dalsze badania histologiczne, biochemiczne 1 molekularne przeprowadzone na
materiale ludzkim badz wyizolowanych komorkach ludzkich odbywaly si¢ na podstawie
pozytywnych opinii Komisji Bioetycznych wydanych w Uchwale Komisji Bioetycznej przy
Centrum Medycznym Ksztalcenia Podyplomowego nr 87/PB/2020 z dnia 15 czerwca 2020
roku oraz Uchwale Komisji Bioetycznej przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
KB/34/2022 z dnia 14 marca 2022 roku. Skany pozytywnych opinii Komisji Bioetycznych

zostaly zalaczone na koncu rozprawy.

2.1. Hodowla komorkowa

2.1.1. Hodowla linii komoérkowych czerniaka ludzkiego

Wykorzystane do badania ustalone linie komoérkowe czerniaka ludzkiego, MeWO 1 A375
hodowano w podtozu hodowlanym RPMI wzbogaconym 10% surowica bydleca 1 1%
antybiotykow (Thermo Fisher Scientific). Komorki hodowano w naczyniach hodowlanych z
zmodyfikowanego plastiku, przystosowanego do hodowli komoérkowych (Nest Scientific
Biotechnology). Hodowle prowadzone byly w inkubatorze w temperaturze 37°C oraz
atmosferze zawierajacej 5% CO2 oraz 95% wilgotnosci. Pasazowanie komorek
przeprowadzano po osiggnigciu 70—80% ich zageszczenia, stosujac 0,05% roztwor trypsyny w

EDTA lub TrypLE Express (Thermo Fisher Scientific).

2.1.2. Izolacja metoda eksplantow pierwotnych komorek skory
ludzkiej i komorek czerniaka i ich hodowla

Izolacja pierwotnych komorek skory ludzkiej 1 komorek czerniaka ludzkiego prowadzona byta
metoda eksplantow opisana dla melanoctytow i komorek czerniaka przez Sciezynska i wsp.
[118] z modyfikacjami. Fragmenty skory ludzkiej i weztéw chlonnych pobrane chirurgicznie
transportowane byty do laboratorium na lodzie, w sterylnym medium hodowlanym DMEM

(Thermo Fisher Scientific). Nastepnie, fragmenty tkanki ptukane byly dwukrotnie PBS
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(Thermo Fisher Scientific) 1 przenoszone do dedykowanego, pelnego podtoza hodowlanego.
Cienkie paski ludzkiego naskorka oddzielano mechanicznie od skéry wiasciwej za pomoca
nozyczek, a nastepnie ci¢to na mniejsze fragmenty o wymiarach okoto 1 x 1 mm i regularnych
bokach. Fragmenty weztow chtonnych rowniez cigto na mniejsze fragmenty, ktore nastgpnie
rozdrabniano na fragmenty o wielkos$ci okoto 1 x 1 mm. Tak przygotowane eksplanty naskérka
lub weztéw chtonnych umieszczano w 6-dotkowej ptytce hodowlanej (Nest Scientific
Biotechnology) i pozostawiano do wyschnigcia na maksymalnie 15 minut. Nastepnie do
naczynia hodowlanego z eksplantami dodawano 1,5 ml medium hodowlanego DMEM 2z
dodatkiem 20% surowicy bydlecej 1 1% roztworu antybiotykéw. Naczynia hodowlane z
eksplantami inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze 5% CO2 w powietrzu 1 95%

wilgotnosci.

2.1.3. Pierwotne komorki skory ludzkiej

Komorki skory migrujace z eksplantow odklejano od powierzchni naczynia hodowlanego
poprzez 5-minutowg inkubacje z 0,5 ml 0.025% roztwory trypsyny z EDTA (Thermo Fisher
Scientific). Po tym czasie trypsyne inaktywowano poprzez dodanie 2 mL podtoza hodowlanego
DMEM z dodatkiem 10% surowicy bydlecej. Komorki w zawiesinie odwirowywano,
zawieszano w $wiezym podtozu hodowlanym i wysiewano do naczynia hodowlanego w
sposob opisany ponizej. Komorki migrujace z eksplantow naskorka zbierano codziennie,
poczawszy od drugiego dnia inkubacji eksplantow. W dniach od drugiego do pigtego w sposdb
opisany powyzej zbierano melanocyty i keratynocyty, a nastepnie wysiewano je do butelek
hodowlanych o powierzchni 25 cm2 (Nest Scientific Biotechnology) w pozywce hodowlanej

Medium 254 z dodatkiem HMGS-2 (Thermo Fisher Scientific) 1 1% roztworu antybiotykow.
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Rycina 6 Zdjecie eksplantu skory ludzkiej wraz z migrujagcymi komorkami.

W dalszych etapach hodowli melanocyty 1 keratynocyty oddzielano poprzez seryjna
trypsynizacje z uzyciem 0,25% Trypsyny-EDTA. Melanocyty odrywano od powierzchni
butelki hodowlanej po 2 minutowej inkubacji z 0,25% Trypsyng-EDTA 1 wysiewano je do
butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm2 (Nest Scientific Biotechnology) w medium
hodowlanym Medium 254 z dodatkiem HMGS-2 (Human Melanocyte Growth Supplement-2;
Thermo Fisher Scientific) 1 1% roztworu antybiotykow. Keratynocyty zbierano natomiast po
kolejnych 3 minutach inkubacji w 0,25% roztworze trypsyny z EDTA 1 wysiewano do butelek
hodowlanych o powierzchni 25 cm2 (Nest Scientific Biotechnology) w medium hodowlanym
Keratinocyte Growth Medium (KGM; PromoCell) z dodatkiem Keratinocyte Suplemment Mix

(PromoCell) i 1% roztworu antybiotykow.

Rycina 7 Zdjecie hodowli komorek skory ludzkiej zebranych z eksplantow przed wykonaniem
seryjnej trypsynizacji réznicujgcej melanocyty i keratynocyty.
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Fibroblasty zbierano poczawszy od szdstego dnia inkubacji eksplantow, w sposob opisany
powyzej 1 wysiewano do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm2 (Nest Scientific
Biotechnology) w medium hodowlanym DMEM z dodatkiem 10% surowicy bydlecej 1 1%
antybiotykdw. Melanocyty, keratynocyty i fibroblasty byly rutynowo hodowane w
standardowych warunkach w temperaturze 37°C z 5% zawartoscia CO2 w powietrzu i
pasazowane z uzyciem 0,05% roztworu trypsyny w EDTA lub TrypLE Express, gdy osiagaty

70-80% zageszczenia.

A

Rycina 8 Zdjecia komorek skory ludzkiej wyizolowanych metoda eksplantow (powigkszenie x 20):
A) Keratynocyty B) Melanocyty C) Fibroblasty

2.1.4. Pierwotne komorki czerniaka ludzkiego

Komorki czerniaka ludzkiego zbierano z hodowli eksplantow po raz pierwszy pigtego dnia
inkubacji. Komérki odrywano od naczynia hodowlanego z uzyciem 0,05% Trypsyny w EDTA,
a nastgpnie wysiewano do butelek hodowlanych o powierzchni 25 cm2 w medium

hodowlanym RPMI 1640 z dodatkiem 10% surowicy bydlecej i 1% antybiotykow.
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Rycina 9 Zdjgcia przykltadowych wyizolowanych z wezla chlonnego pierwotnych linii
komorkowych czerniaka ludzkiego, powigkszenie x 10. A) MM9 B) MM16

2.2. Ocena proliferacji i zywotnosci komorek

Melanocyty byly wysiewane na 24-dotkowe ptytki (Nest Biotechnology) w liczbie 0.8 x 105
komorek na dotek w pozywce hodowlanej Medium 254 z dodatkiem HMGS-2 1 1% roztworu
antybiotykow. Po 24 godzinach podtoze hodowlane wymieniano i uzupetniano o BZATP (Jena
Bioscience) w stezeniu 10, 100 1 300 uM. W przypadku badania wplywu hamowania receptora
komorki inkubowano przez 20 minut z A438079 (Tocris), a nastepnie pozywke uzupetniano
300 uM BzATP. Podczas dwoéch kolejnych dni hodowli melanocyty byly zdejmowane z
naczynia hodowlanego poprzez 5 minutowa inkubacj¢ w roztworze TrypLE Express w
temperaturze 370C. Nastepnie liczba i zywotnos¢ komoérek byty analizowane przy uzyciu
automatycznego licznika komoérek z obrazowaniem fluorescencyjnym ADAM-MC

(NanoEntek) zgodnie z instrukcja producenta.

2.3. Immunofluorescencja

Przeznaczone do barwienia immunofluorescencyjnego fragmenty skory poddawano procesowi
zamrazania w medium Tissue Freezing Medium firmy Leica. Nastepnie, za pomocg kriostatu
Leica CM 1860, wykonano z nich cienkie skrawki o grubosci 10 um, ktére umieszczano na
szkietkach podstawowych. Przeznaczone do barwienia immunofluorescencyjnego hodowane
in vitro komorki skory przygotowywano poprzez hodowlg w odpowiednim dla typu komorek
podtozu hodowlanym opisanym powyzej. Hodowle prowadzono na 24-dotkowych naczyniach
hodowlanych przez 24 godziny w standardowych warunkach. Tak przygotowane kriosekcje
fragmentow skory i komorki utrwalano w 4% paraformaldehydzie przez 20 minut, a blone

komoérkowa permeabilizowano poprzez inkubacje¢ w 0,1% Triton X-100 (ThermoFisher
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Scientific) przez 3 minuty w temperaturze pokojowej. Probki przeptukiwano trzy razy w PBS
(ThermoFisher Scientific) i blokowano niespecyficzne wigzania przeciwciat poprzez inkubacje
w 3% roztworze BSA w PBS (ThermoFisher Scientific) przez 30 minut w temperaturze
pokojowej. Nastepnie probki inkubowano przez 1 godzing w temperaturze pokojowej z
przeciwcialami I-rzedowymi (Tabela 3). Do detekcji przeciwcial pierwszorzedowych uzyto
przeciwcial drugorzedowych, sprz¢zonego z Alexa Fluor 594 (anty-krdlicze 1gG, anty-kozie
IgQG) oraz sprzezonego z Alexa Fluor 488 (anty-mysie IgG) (Thermo Fisher Scientific) uzytych

w rozcienczeniu 1:200. Jadra komorkowe barwiono DAPI (Thermo Fisher Scientific).

Tabela 3 Przeciwciata pierwszorzedowe uzyte w barwieniu immunofluorescencyjnym

Przeciwciala pierwszorzedowe
Antygen kaT:;ll:tl]l;f)l;vy Pochodzenie Producent Rozcienczenie
inw?)rlitﬂ};yna MAS-11803 monlgkyliflalne Th;?;ﬁggil . 1100
anty-SERCA2 GTX55790 poﬁg‘;ﬁle GeneTex 1:100
anty-P2X7 SAB2501287 pohll“{‘l";ifame Sigma Aldrich 1:100

2.4. Izolacja RNA i analiza ekspresji genow (qRT-PCR i TagMan™
Array, Human Cytokine Network)

Wykorzystane do analizy qRT-PCR linie komoérkowe opisane zostaly w Tabeli 4. Proces
izolacji catkowitego RNA z komorek przeprowadzono wykorzystujac zestaw Total RNA Mini
Plus Concentrator firmy A&A Biotechnology, zgodnie z zaleceniami producenta. W
pierwszym etapie komoérki poddano lizie przy uzyciu buforu Fenozol Plus, a nastgpnie
oczyszczono z biatek i DNA w kolejnych ptukaniach z uzyciem buforu pluczacego. W
koncowym etapie uzyskiwano 15 pLL RNA rozpuszczonego w sterylnej wodzie, ktorego

stezenie 1 jako$¢ oceniano spektrofotometrycznie przy uzyciu urzadzenia NanoDrop 2000
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(Thermo Fisher Scientific). Nastgpnie, w celu wyrdwnania ilosci RNA w kazdej reakcji
odwrotnej transkrypcji, roztwory RNA rozcienczono wodg sterylng, tak aby kazda probka
zawierala t¢ samg ilo§¢ RNA. Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji przeprowadzano z
wykorzystaniem zestawu High-Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems), zgodnie z zaleceniami producenta. Probki przygotowywano poprzez zmieszanie
10 uL RNA 1 10uL mieszaniny reakcyjnej, ktora zawierata 2 uLL buforu, 0,8 pL 100 mM dNTP,
2 uL starterow, 1 pL odwrotnej transkryptazy i 4,2 pl wody sterylnej. Inkubacje
przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler (Eppendorf) z zastosowaniem nastgpujacego
profilu temperaturowego: 10 minut w 25°C, 120 minut w 37°C oraz 5 minut w 85°C.
Otrzymany produkt cDNA przechowywano w temperaturze -20°C. Ekspresj¢ genu P2RX7
oceniano z wykorzystaniem tancuchowej reakcji polimerazy z analiza w czasie rzeczywistym
(qRT-PCR) lub z wykorzystaniem zestawu TagMan™ Array, Human Cytokine Network, Fast
96-well (Thermo Fisher Scientific). Probki do reakcji qRT-PCR przygotowywano poprzez
zmieszanie cDNA zawieszonego w 10 pL wody sterylnej oraz 10 pL mieszaniny reakcyjnej
SensiFAST™ Probe Lo-ROX Kit (Meridian Bioscience), z sondami dla gendéw P2RX7
(Hs00951605 ml) oraz GAPDH (Hs02758991 gl), endogennej kontroli (Thermo Fisher
Scientific), a nastgpnie tak przygotowanag zawiesing przenoszono na 96-dotkowa plytke
reakcyjng. Probki do analizy z wykorzystaniem zestawu TagMan™ Array, Human Cytokine
przygotowywano réwniez poprzez zmieszanie jednakowej ilosci cDNA zawieszonej w 10ul
wody sterylnej z 10uL. mieszaniny reakcyjnej a nast¢pnie nanoszono na dotgczong do zestawu
ptytke reakcyjna zawierajaca zestaw sond dla genow cytokin. Reakcje przeprowadzano w
termocyklerze 7500 Fast (Applied Biosystems) w nastepujacych warunkach: 50°C przez 2
minuty, 95°C przez 20 sekund, a nastepnie 40 cykli (95°C przez 3 sekundy i1 60°C przez 30
sekund). Wszystkie probki oceniono w co najmniej dwoch powtdrzeniach, a analiza wzglednej
ekspresji gendow opierala si¢ na wartosciach cykli progowych (Ct, z ang. treshold cycle) z

zastosowaniem metod ACt lub AACt.
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Tabela 4 Pochodzenie ludzkich pierwotnych melanocytow oraz komorek linii komorkowych
czerniaka wykorzystanych w analizie qRT-PCR.

Linia komoérkowa

Pochodzenie

NHM 12, NHM 14,
NHM 18, NHM 6,
NHM 8

Pierwotne ludzkie melanocyty wyizolowane ze skory pacjentek w
wieku 38- 55 lat pochodzacej z redukcji powtok brzusznych; komorki
wyizolowano metodg eksplantow

A375-P Linia komoérkowa czerniaka wyizolowana ze skory 54-letniej pacjentki
z czerniakiem zto§liwym; silnie przerzutowa linia wyselekcjonowana
z linii A375

MeWo Linia komodrkowa czerniaka wyizolowana ze skory 79-letniego
pacjenta z czerniakiem zlosliwym

SK-MEL-1 Linia komoérkowa czerniaka wyizolowana ze skory 29-letniej pacjentki

WCCml1 (MM1)

Pierwotne ludzkie komorki czerniaka wyizolowane z weziow
chlonnych 76-letniego pacjenta; komoérki wyiololowano metoda

WCCm7 (MM7) eksplantow

WCCd9 (MMD9) WMCCd- wezet chionny czerniaka duzy
WMMCm- wezet chtonny czerniaka maty

WCCm16 (MM16)

WCCm28 (MM28)

WM266-4 Linia komorkowa czerniaka wyizolowana z we¢ztow chlonnych 55-
letniej pacjentki czerniakiem zto§liwym *

WM35 Linia komoérkowa czerniaka wyizolowana ze skory 24-letniej pacjentki
z czerniakiem zto§liwym

WM115 Linia komoérkowa czerniaka wyizolowana ze skory 55-letniej pacjentki

czerniakiem zto§liwym *

* Linie komoérkowe WM115 1 WM266-4 pochodzg od jednej pacjentki
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2.5. Western blot

2.5.1. Przygotowanie lizatow bialkowych z pierwotnych komorek
wyizolowanych ze skory ludzkiej, linii komoérkowych oraz
preparatow tkankowych

Lizaty biatkowe byly przygotowywane zar6wno z pobranych chirurgicznie fragmentéw skory
ludzkiej, jak 1 wyizolowanych pierwotnych komoérek skoéry ludzkiej oraz pierwotnych i
ustalonych linii komoérkowych czerniaka. W celu uzyskania catkowitych lizatéw biatkowych z
komoérek, po ukonczonym eksperymencie lub gdy osiggaly one maksymalnie 80%
zageszczenia komorki przeptukiwano dwukrotnie PBS w temperaturze 4°C. Nastgpnie
komorki zawieszano w odpowiedniej ilosci buforu RIPA zawierajagcym 25 mM Tris-HCI (pH
7.6), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1% deoksydianu sodu i 0.1% SDS (Thermo Fisher Scientific)
z dodatkiem mieszanki inhibitoréw proteaz (Thermo Fisher Scientific). Komorki zdejmowano
z naczynia hodowlanego z uzyciem skrobaczki, a nastepnie zawiesing komorek i buforu RIPA
przenoszono do proboéwek typu Eppendorf. Mieszaning inkubowano na lodzie przez okoto 30
minut, a podczas inkubacji probki mieszano co 5 minut. Po inkubacji lizaty biatkowe wirowano
przez 20 minut w temperaturze 4°C z predkoscig 12500 rpm. Nadsgcz uzyskany po wirowaniu
przenoszono do nowych probowek typu Eppendorf. W celu uzyskania lizatow biatkowych z
naskorka skory ludzkiej mechanicznie, z uzyciem nozyczek oddzielano fragmenty naskorka od
skory wtasciwej. Nastepnie fragmenty naskorka dwukrotnie przeptukiwano PBS i umieszczano
w probodwce 1 wazono. Fragmenty naskdrka rozdrabniano mechanicznie, a nastgpnie dodawano
do nich bufor RIPA zawierajacy 25 mM Tris-HCI (pH 7.6), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1%
deoksydianu sodu i 0.1% SDS (Thermo Fisher Scientific, USA), w objetosci dwukrotnie
wiekszej niz objetos¢ tkanki. Tkanke w buforze homogenizowano z uzyciem recznego
homogenizatora utrzymujgc probéwke na lodzie. Tak przygotowang mieszaning inkubowano
nastepnie na lodzie przez 30 minut, a podczas inkubacji mieszano co 5 minut. Po inkubacji
lizaty biatkowe wirowano przez 20 minut w temperaturze 4°C z predkoscia 12500 rpm.

Nadsacz uzyskany po wirowaniu przenoszono do nowych probdéwek typu Eppendorf.
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2.5.2. Oznaczenie stezenia bialka w lizatach komorkowych

Pomiar stezenia biatek w lizatach otrzymanych metoda opisang powyzej wykonywano metoda
z kwasem biscynchoninowym (BCA) z uzyciem zestawu Pierce BCA Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific) wedlug instrukcji producenta. Do pomiaréw wykorzystywano 96-
dotkowe ptytki (Greiner Bio-One International GmbH), a odczyt absorbancji prowadzono przy
dhugos$ci fali 562 nm wykorzystujac czytnik mikroptytek Spark (Tecan). Stezenie biatka w
lizatach okreslano wzgledem krzywej wzorcowej, wyznaczanej kazdorazowo za uzyciem
roztworow BSA o znanym stezeniu. Pomiar biatka kazdorazowo wykonywano w dwodch

powtorzeniach technicznych.

2.5.3. Elektroforetyczny rozdzial bialek w zelu poliakrylamidowym i
Western Blotting

Rozdzial biatek pod wzglgdem masy czasteczkowej przeprowadzano za pomoca elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym. Lizaty biatkowe analizowano na zelu poliakrylamidowym z 8%
zelem rozdzielajacym i zelem zageszczajacym. Przed elektroforeza, lizaty rozmrazano na
lodzie 1 odpowiednig objetos¢ probki (zawierajacg 10 lub 20 pg biatka) przenoszono do nowej
probowki typu Eppendorf. Tak przygotowane lizaty zawieszano w Pierce Lane Marker
Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific) w stosunku objetosciowym 4 czesci lizatu
do 1 czg$ci Lane Marker Reducing Sample Buffer. Probki nastepnie denaturowano w tazni
wodnej w temperaturze 95°C przez 5 minut. Do identyfikacji mas czasteczkowych uzywano
markera BlueEasy Prestained Protein Marker (Nippon Genetics). Elektroforez¢ prowadzono w
aparacie Mini Trans-Blot® Cell (BioRad) w buforze Tris-glicynowym z SDS (25 mM Tris-
HCl, 192 mM glicyny, 0,1% SDS). Elektroforez¢ prowadzono przy napigciu 80 V, ktére
zwiekszano do 120V po okoto 20 minutach od rozpoczgcia elektroforezy, az do momentu
migracji calego markera. Po przeprowadzonej elektroforezie wykonywano transfer biatek na
membrang nitrocelulozowa (AmershamProtran 0.45 NC). Transfer mokry wykonywano z
wykorzystaniem systemu do transferu Mini Trans-Blot® Cell (BioRad). Transfer mokry
wykonywano przez 90 min przy natezeniu pradu 0.35 A. Nastepnie, w celu zablokowania
miejsc mogacych niespecyficznie wigza¢ przeciwciala membrang inkubowano w TBST z
dodatkiem 5% odttuszczonego mleka w temperaturze pokojowej przez okoto godzing. Tak

przygotowane membrany inkubowano przez okolo 14 godzin z przeciwciatami
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pierwszorzgdowymi w temperaturze 4°C (Tabela 5). W celu usunigcia nieprzytaczonych
przeciwcial pierwszorzgdowych, membrany trzykrotnie przeptukano buforem TBST.
Nastepnie inkubowano je z przeciwcialami drugorzedowymi sprzezonym z peroksydaza
chrzanowa (HRP) przez okolo godzing w temperaturze pokojowej (Tabela 5). Sygnat
wykrywano przy uzyciu substratu chemiluminescencyjnego SuperSignal West Pico PLUS
(Thermo Fisher Scientific), a jego wizualizacj¢ wykonano z wykorzystaniem systemu Syngene

GBox Chemi XX9 (Syngene).

Tabela 5 Przeciwciata pierwszo- i drugorzedowe wykorzystane w metodzie Western blot

Przeciwciala pierwszorzedowe
Antygen Numer Pochodzenie Producent Rozcienczenie
katalogowy
P i mysie .
anty-p-actin A2228-200 monoklonalne SIGMA 1:2000
krolicze ThermoFisher ]
anty-P2X7 PAS-111048 monoklonalne Scientific 1500
Przeciwciala drugorzedowe
Antygen Numer Pochodzenie | Producent | Rozcienczenie
katalogowy
Przeciwcialo
kozie . .
. IgG mysie GTX213111-01 kozie GeneTex 1:5000
sprzezone z
HRP
Przeciweialo
ko.zw IeG krolicze GTX213110-01 Kozie GeneTex 1:5000
sprzezone z
HRP

2.6. Oznaczanie poziomu wapnia

Komorki hodowano na szkietkach nakrywkowych w 6-dotkowej ptytce przez 48 godzin w
warunkach opisanych powyzej. Komorki (o konfluencji 70-80%) inkubowano z Fura-2 AM
(Molecular Probes) w medium hodowlanym pozbawionym surowicy bydlecej przez 15 minut
w temperaturze 37°C w atmosferze 95% 02 1 5% CO2. Po dwukrotnym krotkim przeptukaniu
w buforze do analizy (5 mM KCI, 1 mM MgCl2, 0,5 mM Na2HPO4, 25 mM HEPES, 130 mM
NaCl, 1 mM pirogronianu, 5 mM D-glukozy 1 2 mM CaCl2; pH 7,4) szkietka nakrywkowe
umieszczano w kuwecie i utrzymywano w buforze do analizy z wysoka zawarto$cig wapnia (2

mM CaCl2) w temperaturze pokojowej w komorze pomiarowej spektrofluorymetru RF5301PC

48



(Shimadzu). Fluorescencje rejestrowano przy 510 nm z wzbudzeniem przy 340/380 nm. Na
koncu kazdego eksperymentu fluorescencj¢ Fura-2 kalibrowano przez dodanie jonomycyny w

celu okreslenia maksymalnej fluorescencji.
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3. Zalozenie i cel pracy

W dostgpnym pismiennictwie niewiele jest informacji na temat roli receptora P2X7 w
komorkach skory, zarbwno w stanie fizjologicznym jak 1 patologicznym. Dlatego tez celem
niniejszej pracy byto zbadanie ekspresji receptora w komorkach skory ludzkiej, ze

szczegbdlnym uwzglednieniem melanocytow oraz wywodzacych si¢ z nich komorek czerniaka.

Postawiony cel pracy zdecydowano si¢ realizowac poprzez wykonywanie opisanych ponizej

zadan badawczych:

1. Przeanalizowanie poziomu ekspresji receptora P2X7 w komorkach ludzkiej skory na
poziomie mRNA 1 biatka z wykorzystaniem techniki qRT-PCR, Western blot 1 barwienia
immunofluorescencyjnego

2. Analiza funkcjonalnosci receptora P2X7 w pierwotnych melanocytach

3. Ocena funkcji receptora P2X7 w ludzkich pierwotnych melanocytach: wptyw
aktywacji receptora na tempo proliferacji i zywotno$¢ komorek, wpltyw aktywacji receptora na
jego poziom ekspresji oraz wplyw aktywacji receptora na poziom ekspresji cytokin
prozapalnych

4. Poréwnanie poziomu ekspresji receptora P2X7 na poziomie mRNA 1 biatka w ludzkich
pierwotnych melanocytach i komoérkach czerniaka ludzkiego, zarowno linii ustalonych jak 1
pierwotnych linii wyizolowanych od pacjentéw

5. Ocena funkcjonalnosci receptora P2X7 w komorkach czerniaka ludzkiego oraz analiza

wplywu stymulacji receptora P2X7 na ich zywotno$¢ 1 tempo proliferacji
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4. Wyniki

4.1. Analiza lokalizacji receptora P2X7 w skorze ludzkiej

Analiza ekspresji 1 lokalizacji biatka P2X7 w preparatach skoéry ludzkiej wykonana przy
uzyciu barwienia immunofluorescensyjnego 1 mikroskopii fluorescencyjnej wykazata
ekspresj¢ tego receptora w preparatach zdrowej skory ludzkiej, zlokalizowang gidwnie w
naskorku. Zwigkszong intensywnos$¢ sygnalu immunofluorescencyjnego zaobserwowano w
warstwie ziarnistej naskorka, a dodatkowa ekspresje wykryto rowniez w warstwie podstawnej.
W wykonanym barwieniu immunofluorescencyjnym zaobserwowano czesciowe naktadanie
si¢ sygnatu pochodzacego z barwienia receptora P2X7 i inwolukryny, ktora jest markerem
réznicowania keratynocytow. Co wigcej, analiza ta wykazala zmniejszong intensywnos¢
sygnatu dla receptora P2X7 rowniez w pozostatych warstwach skory. Reprezentatywny wynik
przeprowadzonego barwienia immunofluorescencyjnego preparatow skory ludzkiej

przedstawiono na rycinie 10.

Rycina 10 Immunofluorescencyjna analiza ekspresji i lokalizacji receptora P2X7 w preparatach
skory ludzkiej. Barwienie immunofluorescencyjne preparatow skory ludzkiej przeprowadzono z
wykorzystaniem przeciwcial przeciwko P2X7 (czerwony sygnat) i inwolukrynie (INV; zielony
sygnat). Jadra komoérkowe wybarwione zostaly z uzyciem DAPI (niebieski). Obrazy uzyskano z
wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej, powigkszenie x10.
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4.2. Analiza poziomu ekspresji genu P2X7 w wyizolowanych komorkach

ludzkiej skory na poziomie mRNA

Analiza poziomu ekspresji genu P2RX7 z uzyciem metody PCR w czasie rzeczywistym
wykazata jego ekspresje we wszystkich badanych komorkach wyizolowanych ze skory:
keratynocytach, fibroblastach i melanocytach. Poziom ekspresji genu receptora roznit si¢
jednak w zaleznosci od rodzaju komoérek. W otrzymanych wynikach zaobserwowano, iz
ludzkie pierwotne melanocyty wykazuja statystycznie istotnie wyzszy poziom ekspresji genu
P2X7 w poréwnaniu do ludzkich pierwotnych fibroblastow i keratynocytow, co zostalo

przedstawione na rycinie 11.
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Rycina 11 Poréwnanie wzglednej ekspresji P2RX7 mRNA w pierwotnych komoérkach skory
ludzkiej: keratynocytach (n=5), fibroblastach (n=6) i melanocytach (n=5). Poziom wzgle¢dne;
ekspresji P2RX7 mRNA oceniono metodg qRT-PCR, a wykres przedstawia rozrzut pojedynczych
wynikow wraz z ich mediang. Analiza statystyczna zostala wykonana z uzyciem testu Kruskala-
Wallisa i testu post-hoc Dunna’a. **, p= 0.0034.
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Poziom wzglednej ekspresji genu P2X7 w melanocytach byt dziewigciokrotnie wyzszy niz w
fibroblastach, jednak réznica ta nie osiggneta istotnosci statystycznej (Test Kruskala-Wallisa i
test post-hoc Dunn’a; p= 0.0725). Istotna statystycznie okazala si¢ natomiast réznica w
poziomie ekspresji genu P2X7 pomigdzy melanocytami i keratynocytami (Test Kruskala-
Wallisa 1 test post-hoc Dunn’a; **, p= 0.0034), mediana ekspresji w melanocytach wynosita
4,89 a w keratynocytach 5,2 x 1072, Znacznie nizsza byta réznica w poziomie ekspresji genu
receptora pomigdzy keratynocytami i fibroblastami wyizolowanymi ze zdrowej skory ludzkie;.
W tym przypadku fibroblasty wykazywaty wyzszym niz keratynocyty poziom ekspresji genu,
lecz roznica ta nie byla istotna statystycznie (Test Kruskala-Wallisa 1 test post-hoc Dunn’a,

p=0.7570).

4.3. Analiza ilosci bialka P2X7 w wyizolowanych komorkach skory

ludzkiej

Obecno$¢ biatka receptora P2X7 potwierdzono przy uzyciu metody Western Blot we
wszystkich badanych komorkach wyizolowanych ze skory ludzkiej: melanocytach,
keratynocytach 1 fibroblastach. We wszystkich pierwotnych liniach komorek skory ludzkiej
zaobserwowano sygnal na wysokosci okoto 75 kDa, odpowiadajacy masie receptora P2X7.
Najwyzsza intensywnos$¢ sygnalu zaobserwowano w lizatach biatkowych wyizolowanych z
pierwotnych melanocytdéw, podczas gdy w lizatach z fibroblastow i keratynocytow byla ona
wyraznie nizsza. Poziom ekspresji bialka referencyjnego f-aktyny (~42 kDa) byl
poréwnywalny w probkach wyizolowanych z wszystkich komorek skory. Reprezentatywny
Western Blot zostat przedstawiony na rycinie 12. Analiza densytometryczna wykonana dla
trzech niezaleznych eksperymentéw wykazata, Ze poziom bialka receptora P2X7 w ludzkich
melanocytach jest ponad dziesigciokrotnie wyzszy niz w keratynocytach a wynik ten okazat
si¢ istotny statystycznie (Test Kruskala-Wallisa 1 test post-hoc Dunn’a; *, p=0.0148) Roéznica
w poziomie biatka pomig¢dzy melanocytami a fibroblastami byla natomiast pigcikrotnie
wyzsza, nie jest ona jednak istotna statystycznie (Test Kruskala-Wallisa i test post-hoc Dunn’a,
p=0.3904) Roznica w poziomie biatka receptora pomiedzy keratynocytami i fibroblastami jest
znacznie mniejsza- fibroblasty charakteryzuja si¢ dwukrotnie wigksza iloscig biatka niz

keratynocyty (Test Kruskala-Wallisa i test post-hoc Dunn’a, p=0.6747).
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Rycina 12 Poréwnanie poziomu biatka receptora P2X7 w komorkach wyizolowanych ze skory
ludzkiej: melanocytach, keratynocytach i fibroblastach. Analiza wykonana metoda Western blot,
reprezentatywny wynik z trzech niezaleznych powtorzen. Immunoreaktywne prazki o masie okoto
75 kDa odpowiadaja biatku receptora P2X7. f-aktyna, bialko o masie okoto 42 kDa zostata uzyta
jako biatko referencyjne w celu porownania ilosci biatka w poszczegoélnych probkach. Analiza
densytometryczna wykonana z trzech niezaleznych eksperymentow (n=3).

4.4. Analiza lokalizacji komorkowej receptora P2X7 w pierwotnych

ludzkich melanocytach, keratynocytach i fibroblastach

Analiza wykonana z wykorzystaniem barwienie immunofluorescencyjne wykazalo obecnos¢
receptora P2X7 we wszystkich typach komorek skory ludzkiej: melanocytach, fibroblastach i
keratynocytach. Na rycinie 13 przedstawiono obrazy uzyskane po zastosowaniu przeciwciat
przeciwko P2X7 oraz SERCA2- markera siateczki $rodplazmatycznej. Silniejszy sygnat
immunofluorescencyjny obserwowano zaréwno w btonie komoérkowej, jak 1 w cytoplazmie
wszystkich badanych typéw komorek skory. Ponadto zaobserwowano réwniez czgsciowe

naktadanie si¢ sygnalow pochodzacych z barwienia dla P2X7 i SERCA2.
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Rycina 13 Immunofluorescencyjna analiza ekspresji i lokalizacja receptora P2X7 w komorkach
skéry ludzkiej: keratynocytach (A), melanocytach (B), fibroblastach (C). Barwienie
immunofluorescencyjne pierwotnych komorek skory ludzkiej wykonane z uzyciem przeciwciat
przeciwko P2X7 (zielony) i SERCA2 (czerwony). Jadra komoérkowe wybarwione z uzyciem DAPI
(niebieski). Obrazy uzyskano z wykorzystaniem mikroskopii fluorescencyjnej (powigkszenie x20).

4.5. Analiza funkcjonalnosSci receptora P2X7 w pierwotnych ludzkich

melanocytach

Aktywno$¢ receptora P2X7 w pierwotnych melanocytach oceniano na podstawie analizy
naptywu jonéw wapnia do wnetrza komorki po pobudzeniu receptora z uzyciem jego
syntetycznego agonisty- BzATP. Zmiany stezenia wolnych jonéw wapnia w cytoplazmie
mierzono z wykorzystaniem fluorescencyjnej sondy Fura-2. Podanie BzATP skutkowato
zwigkszeniem sygnatu fluorescencji barwnika Fura-2AM w ludzkich pierwotnych

melanocytach hodowanych w standardowych warunkach, co zilustrowano na rycinie 14.
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Rycina 14 Analiza funkcjonalnosci receptora P2X7 w ludzkich pierwotnych melanocytach.
Aktywno$¢ receptora oceniana poprzez zmiang st¢zenia wolnych jonow wapnia po pobudzeniu
receptora P2X7 z uzyciem BzATP. Strzatka w gornej czesci wykresu wskazuje moment rozpoczecia
stymulacji receptora poprzez dodanie jego agonisty (BzATP).

4.6. Wplyw aktywacji receptora P2X7 na tempo proliferacji ludzkich

pierwotnych melanocytow

Wplyw aktywacji 1 inhibicji receptora P2X7 na tempo proliferacji ludzkich pierwotnych
melanocytow oceniano po 24 i 48 godzinach, mierzac przyrost liczby komoérek. Dodatkowo
mierzono rowniez zywotnos¢ komorek. Dane przedstawione na rycinie 15 wykazuja, ze 24-
godzinna inkubacja zarowno z BzATP, jak 1 A438079 nie powodowata istotnych zmian w
liczebnosci komorek wzgledem liczebnosci komorek hodowanych w warunkach kontrolnych.
Zaobserwowano natomiast spadek tempa proliferacji komoérek po 48-godzinnej stymulacji
receptora P2X7, a obserwowany efekt zalezny byl od uzytego stezenia BzATP. Stymulacja
komorek z wykorzystaniem BzATP w stezeniu 300 uM zahamowata wzrost melanocytow w
najwigkszym stopniu w poréwnaniu do komodrek hodowanych w warunkach kontrolnych.
Liczebnos¢ komorek po ich stymulacji z BZATP w st¢zeniu 100 uM byta wigksza niz komorek
traktowanych 300 upuM. Najmniejszy spadek tempa proliferacji zaobserwowano po

zastosowaniu BzATP w stezeniu 10 pM.
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Rycina 15 Wplyw stymulacji receptora P2X7 na tempo proliferacji i Zywotno$¢ pierwotnych
ludzkich melanocytow. Wyniki przedstawiono jako przyrost liczby komorek wzgledem wartosci
wyjsciowej. Punkty oznaczajg srednie wartosci z 3 niezaleznych eksperymentow.

Inkubacja komorek z antagonistg receptora rowniez nie wptyneta na zmniejszenie tempa ich

proliferacji. Nie stwierdzono istotnych réznic w zywotno$ci komorek traktowanych BzATP lub

A438079 w pordwnaniu z komérkami hodowanymi w warunkach kontrolnych, zar6wno po 24,

jak 1 48 godzinach inkubacji. We wszystkich przypadkach utrzymywata si¢ ona na poziomie

okoto 90%, a niewielki spadek zaobserwowano wylacznie po zastosowaniu BzATP w stgzeniu

100 uM po 48 godzinach. Wyniki przedstawiono na rycinie 15.
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4.7. Porownanie poziomu ekspresji genu P2RX7 w pierwotnych ludzkich

melanocytach pod wplywem jego aktywacji

W celu oceny wpltywu stymulacji receptora P2X7 na jego wilasng ekspresje w ludzkich
pierwotnych melanocytach komorki te poddawano inkubacji z antagonistg receptora, BzZATP.
Poziom transkryptu genu P2X7 w melanocytach po stymulacji analizowano z wykorzystaniem
metody qRT-PCR. Jak pokazano na rycinie 16, melanocyty eksponowane na BzATP
wykazywaly istotne obnizenie poziomu ekspresji genu P2X7 wzgledem komorek kontrolnych
po 24 godzinach stymulacji. Blokowanie receptora za pomoca inhibitora A438079 prowadzito
natomiast do zwigkszenia ekspresji P2X7 w ludzkich pierwotnych melanocytach, wynik ten
jednak nie jest istotny statystycznie (Test Kruskala-Wallisa 1 test post-hoc Dunn’a, p>0,9999).
Réznice w poziomie ekspresji genu P2X7 zaobserwowane pomigdzy grupa kontrolng i
komorkami traktowanymi BzATP oraz pomiedzy komorkami inkubowanymi z BzATP i
komoérkami traktowanymi A438079 byly istotne statystycznie (Test Kruskala-Wallisa i test
post-hoc Dunn’a, **, p=0.0021; *** p=0.0003).
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Rycina 16 Poréwnanie wzglednej ekspresji P2RX7 mRNA w ludzkich pierwotnych melanocytach
(n=13) pod wptywem aktywacji i zahamowania funkcji receptora. Poziom wzglednej ekspresji
P2RX7 mRNA oceniono metoda qRT-PCR, a wykres przedstawia rozrzut pojedynczych wynikow
wraz z ich mediang. Analiza statystyczna zostata wykonana z uzyciem testu Kruskala-Wallisa i testu
post-hoc Dunna’a. **, p= 0.0021; *** p=0.0003.
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4.8. Wplyw aktywacji receptora P2X7 w ludzkich pierwotnych

melanocytach na ekspresje¢ cytokin prozapalnych

W zwigzku z podwyzszonym poziomem ekspresji receptora P2X7 w ludzkich pierwotnych
melanocytach, przeprowadzono analiz¢ wptywu jego aktywacji i zahamowania jego funkcji na
ekspresje cytokin nalezacych do grupy cytokin prozapalnych. W tym celu komorki
inkubowano z agonistg (BzATP) i1 inhibitorem (A438079) receptora P2X7 przez 24 godziny, a
nastepnie mierzono wzgledny poziom ekspresji genéw wykorzystaniem TagMan™ Array,
Human Cytokine Network. Analiza ta, ktorej wyniki przedstawiono na rycinie 17 wykazala
znaczacy wzrost poziomu ekspresji cytokin prozapalnych takich jak IL-1a IL-1p, IL-6 oraz IL-
8 po stymulacji komoérek z uzyciem BzATP. Zastosowanie inhibitora P2X7- A438079 wptyneto
na zmniejszenie poziomu ekspresji genéw IL-1a. IL-1, ale nie wplyn¢to znaczaco na poziom
ekspresji [L-6 oraz IL-8. Zauwazono réwniez wzrost ekspresji TNF-a i limfotoksyny (LTA) po
stymulacji BZATP w poréwnaniu z komoérkami kontrolnymi. W przypadku LTA wzrost
ekspresji byl najwigkszy. Aktywacja i inhibicja receptora P2X7 nie mialy natomiast
znaczacego wplywu na poziom ekspresji cytokin takich jak IL-12a, IL-15 czy IL-16, a poziom
ich ekspresji w ludzkich melanocytach pozostat praktycznie niezmieniony niezaleznie od

zastosowanego traktowania komorek.
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Rycina 17 Poréwnanie wzglednej ekspresji genow cytokin nalezacych do grupy cytokin
prozapalnych w melanocytach wyizolowanych ze zdrowej skory ludzkiej pod wptywem aktywacji i
zahamowania funkcji receptora P2X7. Poziom wzglednej ekspresji genow oceniano z
wykorzystaniem zestawu TagMan™ Array, Human Cytokine.
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4.9. Porownanie ekspresji genu P2X7 w ludzkich pierwotnych

melanocytach i komorkach czerniaka

Z uwagi na wysoka ekspresj¢ genu i poziom biatka receptora P2X7 w ludzkich pierwotnych
melanocytach, postanowiono zbadac¢ i poréwnac jego obecno$¢ takze w komodrkach czerniaka.
W tym celu przeanalizowano szereg linii komdrkowych, jak réwniez pierwotne komorki
czerniaka wyizolowane od pacjentow. Szczegotowe informacje dotyczace wykorzystanych w
badaniu komoérek czerniaka oraz melanocytow zawarte s w materiatach 1 metodach. W celu
oceny poziomu ekspresji genu P2X7 wykonano analiz¢ qRT-PCR, a nastepnie poréwnano
wyniki dla komoérek czerniaka oraz dla ludzkich melanocytéw pierwotnych pochodzacych ze
zdrowej skory pieciu osob. Analiza ta potwierdzita ekspresje genu receptora P2X7 w badanych
komorkach czerniaka, co zostalo przedstawione na rycinie 18. Przeprowadzona analiza
wykazala natomiast obnizong ekspresj¢ genu P2X7 w komorkach czerniaka w porownaniu do
pierwotnych ludzkich melanocytow. Wsrdd wszystkich analizowanych linii komérkowych
czerniaka jedynie linia SKmell charakteryzowata si¢ wyzsza ekspresja genu P2X7 w
porownaniu do badanych melanocytow. Pozostale komorki czerniaka wykazywaly nizsza
ekspresje genu P2X7, a linie WCCD9 oraz WM35 wykazywatly najnizszg ekspresji tego genu
sposrod wszystkich badanych linii komérkowych czerniaka. Jak przedstawiono na rycinie 18B
w zgrupowanej analizie ekspresja genu P2X7 w komorkach czerniaka byta ponad dwukrotnie
nizsza niz w pierwotnych wyizolowanych melanocytach, a otrzymana réznica byla istotna

statystycznie (test Manna- Whitneya, **** p<0.0001).
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Rycina 18 Porownanie wzglednej ekspresji genu P2X7 w liniach komoérkowych czerniaka ludzkiego
i melanocytach wyizolowanych ze zdrowej skory ludzkiej. A) Wyniki analizy ekspresji genu P2X7
wykonane metoda qRT-PCR dla ludzkich melanocytow wyizolowanych od pigciu pacjentow
(NHMBS6, 8, 12, 14 i 18) oraz 11 linii komorkowych czerniaka ludzkiego. B) Zgrupowany wynik
analizy ekspresji genu P2X7 dla ludzkich pierwotnych melanocytow pochodzacych od zdrowych
dawcow oraz linii komoérkowych czerniaka ludzkiego pochodzacych z roéznych stadiow
chorobowych. Poziom wzglednej ekspresji P2RX7 mRNA oceniono metodg qRT-PCR, a wykres
przedstawia rozrzut pojedynczych wynikow wraz z ich mediang. Analiza statystyczna zostata
wykonana z uzyciem testu Manna- Whitneya. **** p<0.0001.
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Analiza poziomu biatka receptora P2X7 za pomoca metody Western Blot przeprowadzona dla
dwoch linii komorkowych czerniaka (MeWO 1 A375) oraz melanocytow wyizolowanych z
naskorka zdrowej skory ludzkiej wykazata znaczgce rdéznice w jego ilosci pomiedzy tymi
komoérkami. W linii komérkowej MeWO oraz ludzkich pierwotnych melanocytach
zaobserwowano sygnal na wysokos$ci okoto 75 kDA, ktéry odpowiada masie receptora P2X7.
Jednak intensywnos¢ sygnatu byta wyraznie wyzsza w pierwotnych melanocytach. Natomiast
komorki linii A375 nie wykazywaly ekspresji biatka receptora P2X7 na wykrywalnym w tej

metodzie poziomie.
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Rycina 19 Porownanie poziomu biatka receptora P2X7 w liniach komorkowych czerniaka ludzkiego
oraz pierwotnych melanocytach wyizolowanych ze zdrowej skory ludzkiej. Immunoreaktywne
prazki o masie okoto 75 kDa odpowiadajg biatku receptora P2X7. B-aktyna, biatko o masie okoto 42
kDa zostala uzyta jako biatko referencyjne w celu poréwnania ilosci biatka w poszczegdlnych
probkach. (A) Poréwnanie poziomu biatka w ustalonych liniach czerniaka i melanocytach. (B)
Poréwnanie poziomu biatka w pierwotnych komodrkach czerniaka i melanocytach.
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Reprezentatywny Western blot zostal przedstawiony na rycinie 19A, a analiza
densytometryczna wykonana z trzech niezaleznych powtorzen wykazata ponad szesciokrotnie
wickszg zawartos$¢ biatka w melanocytach wzgledem komorek czerniaka. Wynik uzyskany dla
réznicy w ilosci biatka pomiedzy melanocytami a komorkami linii A375 byl istotny
statystycznie (Test Kruskala-Wallisa i testu post-hoc Dunna’a; *, p=0.0429). Dodatkowo,
analiza Western Blot dla pierwotnych komoérek czerniaka (MM 1, MM7, MM9, MM 16, MM28)
rowniez potwierdzita wyzszy poziom biatka receptora P2X7 w ludzkich pierwotnych
melanocytach w poréwnaniu z kazda z badanych pierwotnych linii czerniaka (rycina 19B). We
wszystkich pierwotnych liniach komérkowych czerniaka odnotowano sygnat o masie ok. 75
kDa 1 zblizonej intensywnosci, z wyjatkiem liniit MM1, w ktorej poziom biatka P2X7 byt

nizszy niz w pozostatych liniach.

4.10. Analiza funkcjonalnosci receptora P2X7 w komorkach

czerniaka ludzkiego

W celu weryfikacji funkcjonalnosci receptora P2X7 w komorkach czerniaka przeprowadzono
analiz¢ naptywu wolnych jonéw wapnia do wnetrza komorki w komoérkach ustalonych linii
komorkowych czerniaka ludzkiego A375 1 MeWO, a takze w komoérkach wyizolowanych z
czerniaka ludzkiego, MM9 1 MM16 po ich stymulacji z uzyciem BzATP. Analiza ta wykazala,
ze badane linie komorkowe czerniaka, zarOwno ustalone jak i pierwotne nie wykazywaty
aktywnosci receptora P2X7 w odpowiedzi na jego stymulacje z uzyciem specyficznego dla
P2X7 agonisty. Jak pokazano na rycinie 20, dla Zadnej z linii nie odnotowano zwigkszonego

sygnatu fluorescencji barwnika Fura-2 po podaniu BzATP.
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Rycina 20 Analiza funkcjonalnosci receptora P2X7 badana na podstawie naplywu jonéw wapnia do
wnetrza komoérki w liniach komoérkowych czerniaka ludzkiego po stymulacji receptora P2X7 z
uzyciem BzATP. Strzatka w goérnej czgsci wykresu wskazuje moment rozpoczecia stymulacji

receptora

poprzez dodanie jego agonisty.

Wykonano réowniez dodatkowe pomiary odpowiedzi wapniowej w komodrkach czerniaka z

wykorzystaniem naturalnego agonisty- ATP. W badaniu zaobserwowano, Zze zar6wno ustalone

linie komorkowe czerniaka A375 1 MeWO, jak 1 pierwotna linia komdérkowa MM16

odpowiadaly na stymulacje komoérek z uzyciem ATP. Dla tych komoérek odnotowano

zwigkszenie sygnalu fluorescencji barwnika Fura-2 po dodaniu ATP, co przedstawiono na

rycinie 21. Co wigcej, linie A375, MeWO 1 MM 16 charakteryzowaty si¢ podobnym poziomem

intensywnosci sygnatu fluorescencji badanej w odpowiedzi na podanie ATP. Jak pokazano na

rycinie 21, linia komorkowa MM9 nie wykazywata natomiast zmian w sygnale fluorescencji

barwnika Fura-2, co $wiadczy o braku aktywacji receptora w tych komodrkach w odpowiedzi

na ATP.
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Rycina 21 Analiza funkcjonalnosci receptora P2X7 w ustalonych liniach komérkowych czerniaka
ludzkiego, A375 i MeWO. Aktywnos¢ receptora oceniana poprzez zmiang stezenia wolnych jonow
wapnia po pobudzeniu receptora P2X7 z uzyciem BzATP. Strzaltka w gornej czgsci wykresu wskazuje
moment rozpoczgcia stymulacji receptora poprzez dodanie jego agonisty (BzATP).
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4.11. Wplyw stymulacji receptora P2X7 na tempo proliferacji

komorek czerniaka

Wplyw pobudzania receptora P2X7 na tempo proliferacji linii komorkowych czerniaka
ludzkiego oceniano po 24 i 48 godzinach inkubacji, mierzac przyrost liczby komorek.
Dodatkowo, analizowano rowniez wpltyw stymulacji receptora na zywotno$¢ komorek
badanych linii komoérkowych. W przypadku wszystkich badanych linii komoérkowych (MeWo,
MM16 i MMD9) ani 24-, ani 48-godzinna inkubacja z BZATP (10 lub 300 uM) badz antagonista
A438079 nie powodowala istotnych zmian w liczebnosci i zywotnosci komorek w pordwnaniu
z kontrolg. Dane te przedstawiono na rycinach 22, 23 i 24. Po 48 godzinach inkubacji w grupie
traktowanej 300 uM BzATP zaobserwowano jedynie tendencje¢ do obnizonego przyrostu liczby

komorek, jednak roznica ta nie osiggnela istotno$ci statystycznej. Tendencja ta najwyrazniej

widoczna jest dla linii MMO.

200000=-
% 150000 -~ KONTROLA
= -m— 10um BzATP
Z 100000~ —— 100um BZATP
«
ﬁ ~¥- 300um BzATP
= 50000 —— A438079
0 1 | 1
0Oh 24h 48h
Czas (h)
100~ :

- T 5 T ® KONTROLA
= g4 | | K I t

> : 10um BzATP
§ : A 100um BzATP
=] H

: Y 300um BzATP
i 80 ' um Bz
N *  A438079
70 I I l
24h 48h

Rycina 22 Wptyw stymulacji receptora P2X7 na tempo proliferacji i zywotno$¢ komorek czerniaka
linii MeWO. Wyniki przedstawiono jako przyrost liczby komorek wzgledem warto$ci wyjsciowej.
Punkty oznaczajg $rednie wartos$ci z 3 niezaleznych eksperymentow.
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Rycina 23 Wplyw stymulacji receptora P2X7 na tempo proliferacji i zywotno$¢ komorek
czerniaka linii MM16. Wyniki przedstawiono jako przyrost liczby komoérek wzgledem wartosci
wyjsciowej. Punkty oznaczajg $rednie wartosci z 3 niezaleznych eksperymentow.
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Rycina 24. Wptyw stymulacji receptora P2X7 na tempo proliferacji i zywotno$¢ komorek czerniaka
liniit MM9. Wyniki przedstawiono jako przyrost liczby komoérek wzgledem wartosci wyjsciowe;.
Punkty oznaczaja $rednie wartos$ci z 3 niezaleznych eksperymentow.
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5. Dyskusja

Pomimo intensywnych badan prowadzonych nad rolg receptora P2X7 na calym §wiecie jego
funkcja w komorkach skory nadal pozostaje niejasna. Jedynie niewielka liczba dostepnych prac
naukowych skupia si¢ na wystepowaniu receptora P2X7 1 jego znaczeniu w procesach
fizjologicznych i patologicznych w skorze. Co wigcej, dostepne dane literaturowe bywaja
sprzeczne, wskazujac zardwno na jego dziatania wspierajace procesy patologiczne jak i udziat
w fizjologicznych funkcjach komorek. Niniejsza praca po raz pierwszy pokazuje porownanie
ekspresji receptora P2X7 w komoérkach wyizolowanych ze skory, zwracajac jednoczesnie
uwage na znacznie wyzsza jego ekspresje w melanocytach, zarowno w odniesieniu do innych
komorek skory ludzkiej jak i komorek czerniaka ludzkiego. Obserwacja ta sugeruje, ze receptor

ten moze odgrywac szczegdlnie istotng role wtasnie w melanocytach.

Analize roli receptora w komodrkach skory rozpoczeto od zidentyfikowania jego lokalizacji w
skorze ludzkiej. W tym celu wykonano barwienia immunofluorescencyjne ktére potwierdzity
obecnos¢ receptora w skorze ludzkiej pobieranej od zdrowych pacjentow, a zwigkszony sygnat
dla przeciwciata przeciwko receptorowi P2X7 zaobserwowano gléwnie w naskorku. W jego
powierzchniowych warstwach, sygnat ten nakladat si¢ na sygnat pochodzacy z barwienia
inwolukryny, wykorzystywanej jako marker r6znicowania keratynocytow. Uzyskane wyniki sg
zgodne z wczedniejszymi doniesieniami, w ktorych barwienia immunofluorescencyjne oraz
immunohistochemiczne, stosowane do okreslenia lokalizacji receptora P2X7 w zdrowej i
zmienione] chorobowo skorze, wykazywaty jego ekspresj¢ w naskorku zdrowej skory
cztowieka. Ponadto, wyniki wszystkich dostgpnych badan wskazuja rowniez na podwyzszong
ekspresje receptora w patologicznych stanach skory, sugerujac jego udzial w patogenezie
chorob, m.in. tradziku odwrdconego, choroby Haileya-Haileya oraz choroby Dariera [119,
120]. Warto podkresli¢, ze wczesniejsze badania wskazywaly na zwigkszong ekspresje
receptora gltdéwnie w powierzchniowych warstwach naskorka, sugerujac jego udziat w
procesach réznicowania i apoptozy keratynocytow, ktore sg najliczniej wystepujacym typem
komoérek w naskorku [121] [94]. W prezentowanej pracy wykazano natomiast obecnos¢
receptora P2X7 takze w glebszych warstwach naskoérka, z wyraZniejszym sygnatem w

warstwie podstawnej, a w niewielkim stopniu réwniez w skorze wlasciwe;.

W kolejnym kroku zdecydowano si¢ sprawdzi¢ ekspresj¢ receptora w komorkach skory i

poréwnac jej poziom pomiedzy poszczegdlnymi typami komorek. We wszystkich badanych
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populacjach- pierwotnych keratynocytach, fibroblastach 1 melanocytach potwierdzono
obecnos¢ transkryptu genu P2X7 oraz jego biatka. Wyniki te sg spojne z wczesniejszymi
obserwacjami opisywanymi w literaturze. Inoue i wspolpracownicy przedstawili dane dla
ludzkich keratynocytéw, ktore potwierdzaja ekspresje genow wielu receptorow
purynergicznych, w tym rowniez P2RX7 [122]. Co wigcej, obecnos¢ P2X7 w keratynocytach
wyizolowanych ze skory ludzkiej potwierdzona zostala w pracy Georgiou i wsp. takze z
wykorzystaniem cytometrii przeptywowej [107], a praca te potwierdzita réwniez
funkcjonalno$¢ receptora w tych komorkach. Ekspresje genu P2X7 potwierdzono takze w
fibroblastach wyizolowanych ze skéry ludzkiej [107], a obecnos¢ biatka receptora w tych
komoérkach potwierdzita w swoich badaniach Flores-Mufioz [92]. Z uwagi na
rozpowszechnione wystgpowanie fibroblastow w organizmie warto zauwazy¢, ze ekspresje
genu P2X7 zaobserwowano rowniez w fibroblastach pochodzacych z innych tkanek, m.in. jelit
czy dzigset [123, 124]. W 2019 roku Lee i wsp. zbadali ekspresj¢ gendOw rdznych receptorow
purynergicznych w ludzkich pierwotnych melanocytach i jako pierwsi wykazali obecnos¢
receptora P2X7 w tych komodrkach [2]. Obecnos$¢ tego receptora na poziomie biatkkowym
zostata nastgpnie potwierdzona w badaniach, w ktorych analizowano role jego antagonisty,

AZD-9056 w procesie melanogenezy [105].

Istotnym spostrzezeniem uzyskanym w niniejszej pracy jest natomiast fakt, ze zar6wno poziom
ekspresji mRNA, jak 1 1lo$¢ biatka receptora P2X7 r6znily sie¢ w zaleznos$ci od typu komorek.
Nalezy podkresli¢, ze dotychczas w literaturze nie przedstawiono analogicznego poréwnania.
Jak wykazano, ludzkie pierwotne melanocyty w poréwnaniu zar6wno z fibroblastami jak 1
keratynocytami charakteryzuja si¢ znacznie wyzszg wzgledna ekspresja genu receptora P2X7.
Ponadto, rowniez na poziomie bialka to wtasnie melanocyty wykazuja najwigkszy jego poziom
w poréwnaniu do pozostatych typéw komoérek. Moze to zatem $wiadczy¢ o istotnej roli tego

receptora w melanocytach.

Dotychczasowe publikacje poswigcone temu zagadnieniu koncentrujg si¢ gléwnie na
znaczeniu receptora w procesie melanogenezy [2, 105]. Wiadomo, ze st¢zenie ATP w
przestrzeni migdzykomorkowej w warunkach fizjologicznych jest niskie, natomiast wzrasta w
odpowiedzi na uszkodzenia tkanki, §mier¢ komorkowa czy proces zapalny. Z tego wzgledu
zewnatrzkomorkowy ATP uznawany jest jako wzorzec molekularny towarzyszacy
uszkodzeniom (DAMP; ang. damage-associated molecular pattern) [125, 126]. Majac na
uwadze obserwowang w niniejszej pracy zwickszong ekspresje receptora P2X7, reagujacego

wlasnie na zewnatrzkomorkowy ATP, mozna przypuszczac rowniez, ze komorki te odgrywaja
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niezwykle istotng role w odpowiedzi na uszkodzenia, ktére sg sygnalizowane poprzez DAMPs.
Funkcja ta nie zostata jednak dotychczas zbadana 1 nie ma dostepnej wiedzy literaturowej w
tym temacie. Ponadto, przeprowadzone barwienie immunofluorescencyjne wykazato obecnosé¢
receptora P2X7 w blonie komorkowej oraz cytoplazmie keratynocytow, fibroblastow i
melanocytow. Zaobserwowano takze cze¢sciowe naktadanie si¢ sygnatu receptora P2X7 z
markerem siateczki §rédplazmatycznej SERCA-2, co moze wskazywac na jego lokalizacje
réwniez w obrebie siateczki Srodplazmatycznej. Tego rodzaju nietypowa lokalizacja receptora,
poza blong komoérkows, zostala wczesniej opisana rowniez w komorkach pochodzacych z
krazkow miedzykregowych, osteoblastach oraz chondrocytach przez Penolazzi i wsp. Autorzy
tej pracy sugeruja, ze taka dystrybucja przestrzenna P2X7R moze wskazywa¢ na jego
potencjalng role w sygnalizacji wewnatrzkomodrkowej lub jako forme rezerwy receptora przed

jego translokacja do btony komoérkowej [127].

Wobec uzyskanych wynikéw wskazujacych na zwiekszong ekspresje receptora P2X7 w
melanocytach to wlasnie na tych komodrkach przeprowadzono dalsze analizy majace na celu
weryfikacj¢ funkcjonalnosci receptora. W tym celu oceniono wptyw pobudzenia receptora
syntetycznym agonistg (BzATP) na wewnatrzkomorkowe stezenie wolnych jonéw wapnia w
pierwotnych ludzkich melanocytach. Przeprowadzone badania wykazaty, ze podanie BZATP
indukowalo naptyw jondéw wapnia do wnetrza komorek, co bylo odnotowane poprzez
zwigkszony sygnat fluorescencyjny barwnika Fura-2AM. Uzyskane wyniki zatem
jednoznacznie dowodza, iz receptor P2X7 obecny w melanocytach wyizolowanych ze skory
ludzkiej wykazuje aktywno$¢ kanatu jonowego, a wynik ten pozostaje zgodny z dostgpnymi
danymi literaturowymi. Dotychczas jedynie Lee 1 wsp. opisali badania dotyczace
funkcjonalnosci tego receptora w melanocytach, wykorzystujac bezposredni pomiar st¢zenia
jondw wapnia. Autorzy zastosowali te samag technik¢ badawcza oparta na barwniku
fluorescencyjnym Fura-2AM, przy czym do stymulacji komodrek uzyto ATP, a specyficznosé

odpowiedzi receptora P2X7 potwierdzono za pomocg selektywnego inhibitora A438079 [2].

W kolejnym etapie sprawdzono wplyw aktywacji i inhibicji receptora P2X7 na tempo
proliferacji melanocytow oraz ich zywotno$¢. Komodrki poddano inkubacji z agonisty
receptora, BzATP przez 24 1 48 godzin, po czym mierzono przyrost ich liczby przy uzyciu
licznika komérek ADAM oraz oceniano ich zywotno$¢. Majac na uwadze, ze aktywacja P2X7
moze rowniez zachodzi¢ spontanicznie w warunkach hodowli komorkowej, réwnolegle
przeprowadzono rowniez do$wiadczenia z inhibitorem A438079, w celu okre$lenia efektu

blokowania P2X7. Uzyskane wyniki wskazuja, ze po 24 godzinach inkubacji nie obserwowano

71



istotnych zmian w proliferacji komoérek. Odnotowano jednak, ze przedlozona inkubacja
wplywa natomiast na spadek tempa proliferacji, ktory dodatkowo zalezny byt od dawki BzATP.
Najsilniejszy efekt hamujacy proliferacje wystapit po podaniu BzATP w stezeniu 300 puM,
najstabszy natomiast przy stezeniu 10 pM. Cho¢ rdéznice te nie osiagnely istotno$ci
statystycznej, w wynikach tych zauwazalny jest wyrazny trend. W przypadku zywotnosci
komorek, zaré6wno aktywacja receptora BzATP, jak i jego inhibicja za pomocg A438079 nie
powodowatly istotnych zmian. Nalezy podkresli¢, ze w dostepnej literaturze brak jest
jakichkolwiek doniesien dotyczacych wptywu aktywacji badz blokowania funkcji receptora
P2X7 na proliferacie czy zywotno$¢ melanocytow. Wigkszos¢ dostepnych danych
literaturowych dotyczy wptywu receptora P2X7 na proliferacje komérek nowotworowych,
podczas gdy znacznie mniej badan analizuje to zagadnienie w odniesieniu do zdrowych
komorek. Co wigcej, badania te najczesciej prowadzone sg na komoérkach wyizolowanych z
modeli zwierzecych, a ich wyniki sa bardzo zrdéznicowane. Przykladowo, Song i wsp.
wykazali, ze podanie ATP zwigksza tempo proliferacji pierwotnych szczurzych komorek
Schwanna, a efekt ten ulega zahamowaniu po zastosowaniu antagonisty receptora P2X7
(A740003), co wskazuje na jego udziat w odpowiedzi komoérek na ATP [128]. Odmienny
rezultat uzyskali Wang i wsp., obserwujac w mysich komoérkach lutealnych zmniejszenie tempa

proliferacji oraz spadek zywotnos$ci po traktowaniu zaréwno ATP 1 BzZATP [129].

Zauwazalny trend we wplywie aktywacji receptora P2X7 na tempo wzrostu melanocytow
spowodowal zainteresowanie wplywem aktywacji lub inhibicji receptora na jego wiasng
ekspresje. Przeprowadzone badania wykazaly hamujacy wptyw BzATP na ekspresj¢ receptor
P2X7 w ludzkich pierwotnych melanocytach. Wynik ten moze wskazywa¢ na mechanizm
ochronny komorek uzywanych w przypadku zwigkszonego st¢zenia zewnatrzkomorkowego
ATP, a wigc w przypadku stanu wymagajacego sygnalizacji poprzez DAMP. Co ciekawe,
uzycie antagonisty receptora A438079 miato zupetnie odwrotny, stymulujacy wptyw na jego
ekspresje. Podobne zjawisko zaobserwowano w modelowej linii makrofagéw mysich RAW
264.7, gdzie przedtuzona inkubacja komoérek z ATP prowadzita do spadku ekspresji receptora
P2X7 na powierzchni komérkowej oraz ostabienia jego aktywnosci. Efekt ten okazat si¢ jednak
odwracalny, a po nocnej inkubacji komorek w warunkach bez ATP ekspresja receptora i jego
funkcjonalnos$¢ ulegaty ponownemu zwigkszeniu [130]. Odmienne wyniki uzyskali Ziberi 1
wsp., ktorzy wykazali, ze stymulacja receptora P2X7 przy uzyciu BzATP prowadzi do

zwigkszenia jego ekspresji w komorkach macierzystych glejaka wielopostaciowego. Autorzy
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odnotowali wzrost poziomu zaréwno pelnej izoformy P2X7A, jak i skroconej izoformy

P2X7B, pozbawionej zdolnosci do formowania duzego pora [131].

Dostepne dane naukowe wskazuja, ze melanocyty, poza swojg podstawowg rolg w pigmentacji
skory, moga réwniez aktywnie uczestniczy¢ w odpowiedzi odpornosciowej. Liczne badania
dowodza, ze na ich powierzchni obecne sg biatka odgrywajace istotng role w procesach
odporno$ciowych [132]. W tym kontekscie wiele doniesien opisuje wptyw réznych cytokin na
melanocyty, w tym glownie w odniesieniu do procesu melanogenezy [133, 134]. Co istotne,
pobudzone melanocyty same sg zdolne do produkcji i sekrecji czasteczek sygnalizacyjnych,
ktére mogg oddzialywa¢ zaréwno na inne komorki naskorka, jak i same melanocyty [135].
Mozna zatem sadzi¢, ze komorki te odgrywaja role lokalnego sensora i biorg udziat w
odpowiedzi odpornosciowej. W zwigzku z tym, ze ATP w przestrzeni zewnatrzkomorkowe;j
odgrywa role no$nika informacji i uznawany jest jako DAMP postanowiono zweryfikowac
wplyw aktywacji receptora na ekspresje cytokin prozapalnych w ludzkich pierwotnych
melanocytach. W tym celu komorki inkubowano przez 24 godziny z BzATP lub inhibitorem
A4382079. W otrzymanych wynikach zaobserwowano znaczacy wzrost ekspresji cytokin
prozapalnych (IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a), chemokiny IL-8 a takze limfotoksyny (LTA) po
stymulacji komorek BzATP. Cho¢ w literaturze nie odnotowano bezposrednio podobnych
wynikéw, uzyskane obserwacje mozna uzna¢ za zgodne z wczesniejszymi doniesieniami
dotyczacymi melanocytéw, ktére po pobudzeniu rdéznymi czynnikami wykazywaty
zwigkszong ekspresje 1 produkcje cytokin prozapalnych. Ekspresja interleukin IL-1a, IL-1,
IL-6 oraz TNF-a w melanocytach zostala potwierdzona we wcze$niejszych badaniach, przy

czym poziom tej ekspresji byt nizszy niz w komorkach czerniaka [136].

Dotychczasowe badania potwierdzity rowniez zwigkszone wydzielanie cytokin prozapalnych
przez melanocyty pod wptywem réznych czynnikéw. Przyktadowo, Silveira i wsp. wykazali,
ze promieniowanie UV indukuje w melanocytach wydzielanie IL-1a 1 TNF-a, ktore sa
gléwnymi cytokinami prozapalnymi produkowanymi we wczesnej odpowiedzi komorkowe;j
na bodzce zapalne. IL-10 1 TNF-a aktywujg nastgpnie komorki do produkeji wtoérnych cytokin
prozapalnych, w tym IL-6 1 IL-8 [137, 138]. Znaczaca liczba prac skupia si¢ na mozliwej roli
melanocytow w odpowiedzi na zakazenie bakteryjne czy wirusowe. Jak wykazano w pracy
Tam 1 wsp. melanocyty wykazujg zwiekszong ekspresje szeregu cytokin prozapalnych pod
wptywem ich stymulacji lipopolisacharydem, sktadnika §cian komérkowych bakterii Gram-
ujemnych [135]. W innej z prac wykazano, Ze analog wirusowego dsDNA znaczaco

zwiekszajac ekspresje cytokin prozapalnych w melanocytach, w tym IL-6, IL-8, 1 TNF-a. Rola
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opisywanych cytokin prozapalnych w skorze jest niezwykle istotna, TNFa moze odgrywac
krytyczng role w patogenezie chorob autoimmunologicznych takich jak tuszczyca [139]. A
badacze sugeruja réwniez udzial melanocytow w patogenezie tuszczycy poprzez sekrecje
prozapalnych cytokin i aktywacje keratynocytow [140]. IL-8 natomiast, ktora bierze udziat w
ostrej odpowiedzi zapalnej in vivo 1 wykazuje aktywnos$¢ chemotaktyczng w stosunku do
neutrofili, limfocytéw T, fibroblastow, komorek srodblonka a takze melanocytow. Miniati i
wsp. zaobserwowali zwickszone wydzielanie IL-8 w odpowiedzi na TNF-a i IL-1p i
zwigkszong ekspresje tej cytokiny u pacjentdw z bielactwem [141]. Szereg badan podkresla
znaczacy wpltyw IL-6 na biologie¢ melanocytéw, w tym na ich proliferacje 1 proces
melanogenezy [142]. Mozna wnioskowa¢ zatem, ze otrzymany w niniejszej pracy wynik
sugeruje istotng role receptora P2X7 w odpowiedzi odpornosciowej w skorze, regulowanej

poprzez melanocyty.

Z uwagi na stwierdzong wysoka ekspresj¢ oraz funkcjonalno$¢ receptora P2X7 w
melanocytach, kolejnym krokiem byla analiza poréwnawcza ekspresji tego receptora w
melanocytach i komoérkach czerniaka. Czerniaki sg ztosliwymi nowotworami skory, ktore
rozwijaja si¢ z melanocytow, wyspecjalizowanych komorek odpowiedzialnych za pigmentacj¢
zlokalizowanych glownie w naskorku. Czerniaki uznawane s3 za najgroZzniejsza postacé
nowotworu skory i1 cho¢ stanowig jedynie okoto 1% wszystkich przypadkow raka skory,
odpowiadajg za az 80% wszystkich zgondéw z ich powodu [143]. W przeciwienstwie do wielu
innych nowotworow, ktorych zachorowalno$¢ w ostatnich latach maleje, czestosé
wystepowania czerniaka systematycznie ro$nie na catym $wiecie. W 2020 roku odnotowano
325 000 nowych zachorowan, co oznacza wzrost o 41% w poroéwnaniu z rokiem 2012, kiedy
liczba ta wynosita 230 000 [144]. Dodatkowo, rola receptora P2X7 w nowotworach, cho¢
badana od wielu lat nie zostala jednoznacznie ustalona, a wyniki opisywane w literaturze s3

niejednokrotnie rozbiezne.

Przeprowadzona w ramach niniejszej pracy analiza porownawcza wskazuje, ze to pierwotne
ludzkie melanocyty charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresja receptora w poroéwnaniu do ludzkich
komorek czerniaka, zardwno ustalonych jak i pierwotnych linii komérkowych. Na poziomie
mRNA ekspresja genu P2X7 jest wyraznie wyzsza w melanocytach wyizolowanych ze zdrowe;j
skory pieciu pacjentow w pordwnaniu z) komorkami czerniaka na réznych etapach rozwoju.
Do analizy wykorzystano ustalone linie komorkowe czerniaka dopowiadajace zarowno fazie
poziomego wzrostu (WM35), jaki i fazie pionowej wzrostu czerniaka (WM115), a takze linie

metastatyczne (WM2664, MeWo, A375) oraz pierwotne linie komérkowe wyprowadzonych z
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weztéw chtonnych od pacjentow z potwierdzonym przerzutem czerniaka (MM 1, MM7, MM9,
MM16 1 MM28). Zaobserwowano przy tym tendencj¢ do zwigkszonej ekspresji genu P2X7 w
liniach metastatycznych, sposrod ktorych najwyzsze wartosci wykazywaty komorki A375 i
WM2664. W przypadku pierwotnych linii wyprowadzonych z weztéw chionnych stwierdzono
zroznicowang ekspresj¢, przy czym dla liniit MM9 byla ona istotnie nizsza w poréwnaniu z
pozostatymi. Zestawienie zgrupowanych wynikow wzglednej ekspresji w melanocytach i
komoérkach czerniaka jednoznacznie wskazuje wyzszy poziom ekspresji genu P2X7 w
zdrowych komorkach skory. Obserwacja ta zostata potwierdzona réwniez na poziomie bialka,
w analizie Western blot poréwnano ludzkie pierwotne melanocyty z metastatycznymi liniami
czerniaka (A375 1 MeWO) oraz z liniami pierwotnymi czerniaka wyizolowanymi z weztow
chlonnych. Wszystkie analizowane linie czerniaka cechowaly si¢ nizszg zawartoscig biatka w
poréwnaniu z pierwotnymi ludzkimi melanocytami. Co ciekawe, linia MM9, mimo najnizszej
wzglednej ekspresji genu P2X7, wykazywata poziom bialka receptora zblizony do pozostatych

linii pierwotnych.

W dostepne;j literaturze opisano podobne obserwacje takze w przypadku innych nowotworow,
wskazujace na obnizong ekspresj¢ receptora P2X7 w tkankach nowotworowych w pordwnaniu
z odpowiadajacymi im tkankami prawidtowymi. Badanie Li i wsp. wykazato zmniejszenie
poziomu tego receptora w nowotworach nabtonkowych btony §luzowej oraz szyjki macicy,
pecherza moczowego 1 piersi. Analiza opierata si¢ na barwieniu immunofluorescencyjnym oraz
ocenie wzglednej ekspresji genu P2X7, przy czym uzyskane wyniki potwierdzily zgodno$¢
obu metod — nizszy poziom receptora uwidoczniony w barwieniu korelowal z mniejsza
ekspresja jego genu. Co istotne, obnizong ekspresj¢ P2X7 stwierdzono rowniez w stanach
przednowotworowych, co sugeruje, Ze utrata tego receptora moze stanowi¢ wczesne zdarzenie
w procesie nowotworzenia [145]. Z drugiej strony, wykazano réwniez, ze jednoczesna
podwyzszona ekspresja receptorow P2X1 i P2X7 w raku pecherza moczowego naciekajagcym
mig$niowke koreluje zard6wno z obecno$cig przerzutow do weztow chionnych, jak 1 z
przerzutami odleglymi, ktore zazwyczaj $wiadczg o wysokim stopniu zaawansowania choroby.
Autorzy tej pracy nie wskazuja jednak zadnych molekularnych mechanizméw mogacych
odpowiada¢ za to zjawisko [146]. Istnieje rdéwniez szereg doniesien literaturowych
wskazujacych na podwyzszony poziom receptora P2X7 w tkankach nowotworowych.
Przyktadowo, Qian 1 wsp. wykazali, ze jego ekspresja jest istotnie wyzsza w rakach jelita
grubego w porownaniu z tkankami prawidlowymi. Co wigcej, zaobserwowano, ze zwigkszona

ekspresja receptora P2X7 wiaze si¢ z nasilonym procesem tworzenia przerzutOw oraz mniej
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korzystnym rokowaniem klinicznym [147]. Autorzy wielu prac skupionych na tej tematyce
proponuja wykorzystanie receptora P2X7 jako markera diagnostycznego dla nowotworow
[148-150]. Wydaje si¢ zatem, ze poziom ekspresji receptora P2X7 w nowotworach, zardwno
podwyzszony, jak i obnizony moze by¢ uzalezniony od rodzaju nowotworu, poziomu jego

rozwoju oraz od tkanki, z ktorej si¢ on wywodzi.

W kolejnym etapie zdecydowano si¢ na weryfikacje funkcjonalnosci receptora P2X7 w
komorkach czerniaka. W wybranych liniach komérkowych przeprowadzono analize¢ naptywu
jonéw wapnia do cytoplazmy pod wptywem stymulacji syntetycznym agonistg receptora,
BzATP. Zaré6wno komorki ustalonych linii komdérkowych o charakterze metastatycznym
(A375,MeWO), jak i komorki wyizolowane z wegztéw chtonnych (MM9, MM 16) nie wykazatly
aktywno$ci receptora w zastosowanym tescie. Pomimo potwierdzonej ekspresji receptora, w
zadnej z badanych linii nie zaobserwowano zwigkszenia sygnalu fluorescencyjnego
pochodzacego z sondy FURA-2AM po podaniu BzATP, co wskazuje na brak wzrostu
wewnatrzkomorkowego stezenia jondw wapnia, a tym samym brak aktywnosci kanalu
jonowego. Analizy wykonano rowniez z wykorzystaniem naturalnego agonisty receptora, ATP.
W tym przypadku, dla trzech z badanych linii komérkowych, MeWO, A375 1 MM16
odnotowano zwigkszony sygnat fluorescencyjny po podaniu ATP. Efekt ten moze wynika¢ z
aktywacji innych receptorow purynergicznych z rodziny P2X. Najczgsciej badanym w
kontekscie nowotwordow, poza receptorem P2X7 jest P2X4, a jego aktywno$¢ zostata
potwierdzona migdzy innymi w nowotworze prostaty [151] czy nerki, gdzie wykazano nawet
jego wspotdzialanie z P2X7 [152]. Jak wynika z dostgpnych Zrddet literaturowych réwniez
receptory z rodziny P2Y mogg bra¢ udziat w odpowiedzi na ATP. Przyktadowo, w badaniu Li
1 wsp. odnotowano wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia w linii kostniakomigsaka
po zastosowaniu ATP, czego nie zaobserwowano po dodaniu BzATP. Wykonujac szereg analiz
autorzy przedstawili dowody na to, Ze efekt ten nie pochodzit od receptoréw z rodziny P2X a
P2Y [153]. Podobne wyniki dla linii komoérkowej nabtonka zotadka przedstawita Hevia 1 wsp.
wskazujac na udziat receptora P2Y?2 [154]. W przedstawionych wynikach jedynie w linit MM9
nie zarejestrowano wzrostu wewnatrzkomorkowego st¢zenia wapnia, co wskazuje na brak

odpowiedzi na ATP ze strony receptoréw purynergicznych, a zatem brak ich aktywnosci.

Przeprowadzono rowniez analiz¢ wptywu aktywacji i inhibicji receptora na proliferacje
komorek czerniaka. Pomimo braku jego aktywnosci, w komorkach MM9 zaobserwowano
spadek tempa proliferacji, a takze spadek zywotno$ci komorek po 48 godzinnej inkubacji.

Uzyskane wyniki pozwalajag zatem sadzi¢, Zze receptor nie wykazuje aktywno$ci kanalu
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jonowego w badanych komoérkach czerniaka, obserwacje te nie znajdujg jednak
jednoznacznego potwierdzenia w literaturze. W pisSmiennictwie mozna natomiast znalez¢
nieliczne doniesienia potwierdzajace aktywnos¢ P2X7 w komorkach czerniaka. Przyktadowo,
Pegoraro i wsp. opisuja w swojej pracy wyniki wykazujace aktywnos¢ receptora zaroOwno na
poziomie kanatu jonowego, jak i pora komorkowego. Nalezy jednak podkresli¢, ze badacze
wykorzystali do swoich analiz inne niz w uzyte w niniejszej pracy linie komorkowe czerniaka,
Sk-Mel-28 and Ma-Mel-19 a takze w mysia lini¢ komoérkowa czerniaka, B16-F10. W
badaniach tych udowodnili oni ponadto wptyw receptora P2X7 na proliferacj¢ i migracje tych
komorek, jak rowniez na wydzielanie mikropecherzykow, ich liczbe oraz zawartos$¢. A zatem

sugerujac istotng role receptora w rozwoju i progresji czerniaka [155].

We wczesniejszych badaniach White 1 wsp. wykazali, ze podanie BZATP wywotuje tworzenie
pora komorkowego 1 prowadzi do apoptozy w komorkach czerniaka [156]. Niemniej jednak,
istnieja réwniez doniesienia naukowe wykazujace brak aktywnos$ci receptora P2X7 w
komorkach, wykazujacych jego ekspresjc. W pracy Zhang i wsp., trzy spo$rod o$miu
przebadanych linii komoérek hematopoetycznych z potwierdzong ekspresja receptora P2X7 nie
wykazywaly jego funkcjonalnos$ci w analizie naptywu jonéw wapnia po stymulacji komorek
agonista receptora [157]. Jedna z badanych linii komérkowych - J6-1, bedaca linig biataczki
szpikowej zostala przedmiotem dalszych badan. Badacze w kolejnej pracy wykazali, ze
komorki te pomimo potwierdzonego braku aktywno$ci receptora P2X7 reagowaly na
stymulacj¢ zaréwno ATP 1 BZATP. Odnotowano spadek ich Zzywotnos$¢ po inkubacji z agonista
receptora, a ponadto wykazano, ze inkubacja indukowata réwniez apoptozg [158]. Autorzy
zaproponowali rowniez szereg mozliwych czynnikéw odpowiadajacych za brak aktywnosci
receptora w tych komodrkach, pomimo jego wykrywalnej ekspresji. Jednym z wyjatkowo
interesujacych spostrzezen jest zwigkszona aktywnos$¢ ektonukleotydazy CD39 na
powierzchni komorek, ktore nie wykazywaty aktywnosci kanatu jonowego po pobudzeniu
receptora P2X7. CD39 odpowiada za hydroliz¢ ATP do adenozyny, a zatem przyczynia si¢ do
zmniejszania dostgpnosci ATP dla receptora P2X7. Badacze udowodnili, ze wykorzystanie
inhibitora CD39 przywrécito aktywno$¢ kanatu jonowego, ktéra byla obserwowana po
pobudzeniu P2X7 zarowno ATP jak i BzATP, tym samym udzial tego mechanizmu w
zahamowaniu aktywnos$ci receptora w tych komoérkach [159]. Rola CD39 w calkowitym
hamowaniu lub zmniejszaniu aktywnosci receptora P2X7 wydaje si¢ zatem niezwykle
interesujaca, zwlaszcza w kontek$cie nowotworow, gdzie mechanizm ten moze odgrywac rolg

ochronng dla komoérek nowotworowych. Istotne jest rowniez, ze cho¢ BZATP uznawany jest za
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znacznie stabilniejszy analog ATP badania przeprowadzone przez Kukley 1 wsp. dostarczaja
dowodoéw, iz moze on ulega¢ hydrolizie pod wptywem ektonukleotydaz. Prowadzi to autorow
do wniosku, ze efekty BZATP obserwowane we wtdknach nerwowych w obszarze hipokampa,
wczesniej przypisywane aktywacji receptora P2X7 moga w rzeczywistosci zaleze¢ od
receptorow purynergicznych z rodziny P1, aktywowanych przez adenozyne powstajaca w
wyniku jego hydrolizy [160]. Co ciekawe, w piSmiennictwie mozna znalezé rOwniez
doniesienia odnoszace si¢ do wplywu metaloproteinazy MMP-2 na hamowanie aktywnos$ci
receptora P2X7. Young i wsp. opisali bowiem mechanizm p¢tli sprzezenia zwrotnego, w
ktorym aktywacja receptora P2X7 pod wpltywem zwickszonego stezenia ATP prowadzi do
uwalniania aktywnej MMP-2, ktora z kolei powoduje proteolityczne cigcie receptora, a zatem

hamuje jego aktywnos$¢ [161].

Co wazne, w przypadku badanych w niniejszej pracy linii komdrkowych, tylko dla MM9 nie
obserwowano aktywnos$ci kanalu jonowego po pobudzeniu zaréwno BzATP jak i1 ATP.
Pozostate linie wykazywaly niewielka odpowiedz po zastosowaniu ATP. Mozna wigc
przypuszczaé, ze efekt ten mogt zosta¢ spowodowany kombinacja wielu czynnikow.
Rozbieznos¢ pomiedzy otrzymanymi wynikami a wczesniejszymi badaniami moze wynikaé
przede wszystkim ze zmniejszonego poziomu ekspresji receptora w badanych komoérkach
czerniaka. Poniewaz funkcjonalno$¢ receptora mierzona naptywem jonow wapnia do komorki
jest wypadkowa odpowiedzi wszystkich receptoréw znajdujacych si¢ na powierzchni komoérki
mozna wnioskowac, ze nizsza ekspresja receptora moze wigzac si¢ z nizsza jego aktywnoscia,

nawet ponizej poziomu wykrywalnosci wykorzystanej metody.

Dodatkowo, potwierdzone zostalo wystepowanie wielu alternatywnych form sktadania genu
P2X7, a powstale z nich biatka charakteryzujg si¢ r6zng funkcjonalnoscia. Izoforma P2X7J,
ktérej wystepowanie opisano w zdrowych 1 nowotworowych komoérkach pecherza
moczowego, pozbawiona jest fragmentu domeny zewnatrzkomoérkowej, jednej z domen
transbtonowych 1 konca karboksylowego, co skutkuje brakiem aktywnosci receptora. Ponadto,
wykazano, Zze w polaczeniu z izoforma P2X7A ma on dominujacy negatywny efekt i zmniejsza
aktywno$¢ receptora [57]. W genie P2RX7 zidentyfikowano réwniez liczne polimorfizmy
pojedynczego nukleotydu (SNP), w tym warianty powodujace utrate funkcji receptora, ktore
faczono z wystepowaniem wielu choréb, w tym nowotwordéw [162]. W doniesieniach
literaturowych, mozna réwniez odnalezé prace wskazujace istotng rol¢ modyfikacji
potranslacyjnych, ktore moga wplywac¢ zardwno na ekspresj¢ P2X7, jego lokalizacje w

komorce czy aktywnos¢. Grupa badawcza Gannorda wykazata, ze palmitoilacja konca
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karboksylowego P2X7R odgrywa kluczowa role na kilku etapach szlaku biosyntezy receptora.
Umozliwia ona prawidlowe dojrzewanie P2X7 oraz prawidlowy transport
wewnatrzkomoérkowy 1 wnikanie do btony plazmatycznej. Jest ona réwniez niezbgdna do
dynamicznego rozmieszczenia P2X7R w mikrodomenach blony plazmatycznej, potencjalnie
promujac jego interakcje z partnerami sygnatowymi [65]. Zatem, jak opisano powyzej, istnieje
wiele czynnikdbw mogacych przyczynia¢ si¢ do zmniejszenia aktywacji receptora w

komorkach. Dlatego tez, przyszle badania powinny koncentrowac si¢ na ich wyjasnieniu.
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Podsumowanie wynikow i wnioski

. Porownanie ekspresji receptora receptora P2X7 w komorkach skory wykazalo, ze

ekspresja ta byta znaczgco wyzsza w pierwotnych melanocytach w poréwnaniu do

keratynocytow 1 fibroblastow.

. Wzglednie wysoka ekspresja receptora P2X7 w melanocytach moze $wiadczy¢ o jego

znaczacej roli w fizjologii melanocytow.

. Receptor P2X7 obecny na powierzchni melanocytow jest funkcjonalny, co w wyniku

jego stymulacji przejawia si¢ aktywnoscig kanatu wapniowego. Ponadto, specyficzna
stymulacja P2X7 w melanocytach wpltywa na ekspresje niektorych cytokin

prozapalnych oraz reguluje zwrotnie jego wlasng ekspresje.

. Wysokie stezenia BzATP, specyficznego liganda P2X7 wplywaja hamujaco na

proliferacje melanocytoéw, specyficzno$¢ tego efektu wymaga jednak potwierdzenia w

dalszych badaniach.

. Poréwnanie ekspresji P2X7 w pierwotnych liniach melanocytéw i komodrek czerniaka

wykazato, ze komorki czerniaka charakteryzowaly si¢ znaczaca nizszym poziomem

ekspresji tego receptora.

. Zmniejszona ekspresji receptora P2X7 w komorkach czerniaka byla zwigzana jego z

znacznie stabszg reaktywnoscig w odpowiedzi na stymulacje BzATP.

. Mechanizm obnizonej ekspresji receptora P2X7 w komodrkach czerniaka wymaga

wyjasnienia, mozna jednak przypuszczaé, ze zjawisko to moze mie¢ znaczenie w

procesie transformacji nowotworowej melanocytow.
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Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 14 marca 2022 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskie

Dr hab. n.med.Ryszard Galus
Katedra i Zaklad Histologii i Embriologii,
ul. Chalubinskiego 5,02-004 Warszawa

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt. ,,Badanie histopatologiczne, biochemiczne,
molekularne i genetyczne w analizie mozliwosci terapeutycznych w chorobach nowotworowych skory™

- Badanie moze by¢ prowadzone wylacznie w okresie obowigzywania polisy ubezpieczeniowej.
wyraza nast¢epujacy
opinig

- stwierdza, ze jest ono dopuszczalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi*.

d o dop = aodn
Gz RO doOpH d 004

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z pézn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szczeg6lowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrze$nia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z péZn. zm.) oraz
Zarzadzenie nr 56/2007 z dnia 15 pazdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP .

Przewo%q% Bioetycznej

Prof. dr/é). n. med. Magdalena Kuzma-Kozakiewicz
*niepotrzebne skresli¢
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Komisja wyraza pozytywna opini¢ w sprawie przeprowadzenia wnioskowanych

badan- na warunkach okreslonych we wniosku oraz dodatkowo zastrzegajac:

1/ obowiazek przedstawienia Komisji:

- wszystkich zmian w protokole majacych wptyw na przebieg oraz ocene
badania,

- wszystkich przypadkow zdarzen niepozadanych,

- zawiadomienia o przyczynach przedwczesnego zakonczenia badania,

- sprawozdania w toku przeprowadzonych badan-za sze$¢ miesiecy,

- raportu koncowego.

90



strona podpisowa do uchwaly Komisji Bioetycznej przy Warszawskim
Uniwersytecie Medycznym nr KB/.......7! . T z dnia 14 marca 2022r.

1. Prof. dr hab. n.med. Magdalena Kuzma —Kozakiewicz

2. Dr hab. n. med. Tomasz Grzela

3. Dr hab. n. med. Andrea Horvath-Stolarczyk
4. Dr hab. n. med. Urszula Ambroziak

5. Dr hab. n.med. Maciej Sifiski

6. Dr hab. n. farm. Sylwia Flis

7. Prof. dr hab.n.med Tomasz Jakimowicz
8. Drn. med. Leszek Kraj

9.Mec. Danuta Lewandowska

10. Dr n .farm. Agata Maciejczyk

11. Dr hab. n.med. Barbara Grzechocinska
12. Dr n. med. Artur Hacia OP

13. Mgr Anna Jasinska
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_ CENTRUM MEDYCZNE KSZTALCENIA PODYPLOMOWEGO

‘ ul. Marymoncka 99/103, 01 - 813 Warszawa
‘ KOMISJA BIOETYCZNA
/ Tel.: + (48) 22 56 01 066 www.cmkp.edu.pl komisja.bioetyczna@cmkp.edu.pl

Zatacznik nr 1 15 CZe. 2020
do Uchwatly Komisji Bioetycznej nr 87/PB/2020 z dnia ..................

Komisja Bioetyczna przy Centrum Medycznym Ksztalcenia Podyplomowego powolana przez
Dyrektora Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego Zarzadzeniem nr  116/2018
z dnia 10.09.2018 r. zapoznata sig z wnioskiem o wyrazenie opinii o projekcie eksperymentu
medycznego/badania klinicznego:

pt.: ,Badania histologiczne, biochemiczne, molekularne i genetyczne komérek izolowanych
z tkanek usunietych podczas zabiegu chirurgicznego, w hodowli in vitro”

zgtoszonym przez badacza:
dr n. med. Natalie Krze$niak
miejsce przeprowadzenia badania:

- Kiinika Chirurgii Plastycznej CMKP
Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny im. prof. dr Witolda Orfowskiego CMKP
ul. Czerniakowska 231, 00-416 Warszawa

- Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Warszawski Uniwersytet Medyczny

oraz nastgpujgcymi dokumentami:

1. Pismo przewodnie do Komisji Bioetycznej z dnia 03.06.2020r. podpisane przez
prof. dr hab. n. med. Barttomieja Noszczyka, Kierownika Kliniki Chirurgii Plastycznej CMKP
oraz dr n. med. Natalig Krzesniak, Gtéwnego Badacza ;

Kwestionariusz: Etyczne aspekty klinicznych badar naukowych;

Protokét badania;

Informacja dla pacjentéw;

Swiadoma zgoda pacjenta:

Swiadoma zgoda pacjenta na badania genetyczne;

Os$wiadczenie o wspétpracy naukowej podpisane 29.04.2020r. przez prof. dr hab. n. med.
Jacka Malejczyka, Kierownika Katedry i Zaktadu Histologii i Embriologii Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego oraz prof. dr hab. n. med. Bartlomieja Noszczyka, Kierownika
Kliniki Chirurgii Plastycznej CMKP;

8. CV naukowe — dr n. med. Natalia Krze$niak;

9. CV naukowe — dr n. med. Aneta Sciezynska.
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Centrum Medyczne Ksztaicenia Podyplomowego
Komisja Bioetyczna CMKP - 15 czerwca 2020r.

informujemy, ze posiedzenie Komisji Bioetycznej CMKP w dniu 15 czerwca 2020r. odbywato sig przy
wykorzystaniu $rodkéw komunikacji na odleglo$¢, zgodnie z Zarzadzeniem Nr 47/2020 Dyrektora
Centrum Medycznego Kszlatcenia Podyplomowego z dnia 31 marca 2020r. w sprawie zmiany
Zarzadzenia Nr 123/13 z dnia 8 listopada 2013r. w sprawie wprowadzenia Regulaminu dziatania Komisji
Bioetycznej przy Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego

Protokdt z posiedzenia

Komisja Bioetyczna w sktadzie:

1. prof. dr hab. n. med. Ewa Marcinowska-Suchowierska - Przewodniczaca
2. ks. prof. dr hab. Jan Krokos

3. prof. dr hab. n. med. Bogustawa Baranowska
4., dr n. med. Malgorzata Binkowska

5. drn. med. Tomasz Buzanski

6. prof. dr hab. n. med. Urszula Fiszer
7. lek. Piotr Hartmann

8. lek. Mirostaw Klukowski

9. dr hab. n. med. Bohdan Pytkowski

10. dr n. med. Krzysztof Witkowski

11. dr n. hum. Ewa Kujawa

12. mec. Dorota Softysiak-Skorczynska
13. pielegniarka Danuta Sowa

14. mgr Alicja Suchecka

15. dr Bogdan Wojtyniak, prof. NIZP-PZH

»Badania histologiczne, biochemiczne, molekularne i genetyczne komérek izolowanych
z tkanek usunigtych podczas zabiegu chirurgicznego, w hodowli in vitro”.
Klinika Chirurgii Plastycznej CMKP

Kierownik Kliniki prof. Bartlomiej Noszczyk
Badacz dr n. med. Natalia Krzesniak

Wyniki tainego glosowania; ZA (15), PRZECIW (0), WSTRZYMUJE SIE (0), BRAK GLOSU (0),
NIEOBECNY ( 0)

Komisja Bioetyczna wyrazita pozytywna opinig o rozpoczeciu ww. badania.

Podjelo uchwate nr 87/PB/2020 z 15 czerwca 2020r.

|
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SKEAD KOMISJI BIOETYCZNEJ
PRZY CENTRUM MEDYCZNYM KSZTALCENIA PODYPLOMOWEGO
Kadencja 2018 - 2021

1. prof. dr hab. n. med. Ewa Marcinowska-Suchowierska - choroby wewnetrzne
Przewodniczaca Komisji Bioetycznej

2. ks. prof. dr hab. Jan Krokos - duchowny
Zastepca Przewodniczacej Komisji Bioetycznej

3. prof. dr hab. n. med. Bogustawa Baranowska - neuroendokrynolog
4. drn. med. Malgorzata Binkowska - ginekolog-poloznik
endokrynolog

5. dr n. med. Tomasz Buzanski - urolog

6. prof. dr hab. n. med. Urszula Fiszer - neurolo

7. lek. Piotr Hartmann - pediatra

8. lek. Mirostaw Klukowski - chirurg ogdlny
Przedstawiciel Okregowej Rady Lekarskiej w Warszawie

9. dr hab. n. med. Bohdan Pytkowski - choroby wewnetrzne

10. dr n. med. Krzysztof Witkowski - chirurg naczyniowy

11. dr Bogdan Wojtyniak prof. NIZP-PZH - biostatystyk, epidemiolog

12. dr n. hum. Ewa Kujawa - filozof

13. mec. Dorota Soltysiak-Skorczynska - prawnik

14. p. Danuta Sowa - pielegniarka

15. mgr Alicja Suchecka - farmaceuta
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