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Zalozenia teoretyczne:

Melatonina (MEL) jest neurohormonem syntetyzowanym przez szyszynke
0  dziataniu  chronobiotycznym.  Poza  najlepiej  poznanymi  efektami
w regulacji rytmu okotodobowego, MEL odgrywa istotng role w wielu fizjologicznych
1 patologicznych  procesach. Liczne badania eksperymentalne  wykazaty
jej  onkostatyczne, immunomodulacyjne, antyproliferacyjne, antyoksydacyjne
1 przeciwzapalne dziatanie. MEL moze rowniez odgrywac istotng role w angiogenezie.

7-ketocholestetol (7K) to jeden z gtéwnych produktow oksydacji sterolu znajdowany
w blaszce miazdzycowej. 7K charakteryzuje si¢ duzg cytotoksycznoscig, powoduje
apoptoze zarowno komorek $srodbtonka, jak i migsni gladkich, uposledza barierowos¢
warstwy $rodblonka, dziata prozapalnie.

Mozna przypuszczaé, ze MEL poprzez swoje przeciwzapalne i antyoksydacjne
wlasciwosci moze przeciwdziata¢ toksycznym efektom 7K wywieranym na komorki
srodbtonka 1 mie$ni gladkich aorty.

Cel pracy:

Zbadanie wplywu MEL, 7K, jak rowniez modulacyjnego dzialania MEL
na zmiany indukowane 7K w pierwotnych ludzkich aortalnych komorkach §rodbtonka
(HAEC) 1 ludzkich pierwotnych komorkach migsni gladkich aorty (HuAoSMC) poprzez
ocen¢ impedancji komorkowej, Zywotnosci 1 procesOw S$mierci, powierzchniowe;]
ekspresji molekut adhezyjnych oraz ekspresji mRNA cytokin i chemokin zwigzanych
Z procesem miazdzycowym.

Material i metodologia:

Praca oparta byla o hodowle komoérkowe HAEC i1 HuAoSMC. Komorki
stymulowano MEL (10nM, 100uM), 7K (40pg/ml) oraz jednoczes$nie 7K (40pg/ml)
z MEL (10nM,100 nM,100 uM). Impedancja komérkowa HAEC 1 HuAoSMC byta
mierzona w czasie rzeczywistym 2z wykorzystaniem innowacyjnego systemu
xCELLigence. Procesy $mierci komorek oceniano poprzez immunofluorescencyjne
barwienia aneksyna V i jodkiem propidyny w cytometrii przeplywowej. Powierzchniowa
ekspresja PECAM-1 (CD31) i ICAM-1 (CD54) na HAEC zostala zmierzona z



wykorzystaniem  ludzkich  przeciwciat ~ FITC-anty-CD31 i1 PE-anty-CD54
w cytometrze przeptywowym. Srodblonkowe zmiany ekspresji mRNA cytokin (IL-
1B, IFN- v,IL-10) i chemokin (MCP-1, RANTES, fraktalkina, SDF-1 a) oceniano
w real time PCR.
Wyniki:

7K zmniejszat  impedancje komoérkowa, zywotno$¢ oraz zwigkszal ilo$¢
apoptotycznych/nekrotycznych HAEC 1 HuAoSMC. 7K zwigkszat ilos¢ zywych HAEC
z powierzchniowg ekspresja ICAM-1, ale nie miat wptywu ani na ekspresje PECAM-1
ani na zmiany ekspresji mRNA badanych cytokin i chemokin. MEL zmniejszata
impedancj¢ HAEC i HuAoSMC. MEL nie wptywala na procesy apoptozy/ nekrozy, nie
modyfikowala ekspresji molekul adhezyjnych ani nie miala wptywu na zmiany ekspresji
mRNA badanych cytokin i chemokin. MEL nie chronita przed spadkiem impedancji
HAEC 1 HuAoSMC indukowanym 7K, ale w ste¢zeniu 10nM przeciwdzialata procesowi
apoptozy wywotanemu 7K. MEL réwniez zmniejszata ilos¢ HAEC z powierzchniowg
ekspresja ICAM-1 po stymulacji 7K 1 zwigkszata ekspresje mRNA IL-10 w HAEC
poddanych dziataniu 7K . MEL nie miata wplywu na procesy apoptozy/nekrozy
HuAoSMC indukowane 7K.
Whioski:

7K jest substancja toksyczng dla HAEC 1 HuAoSMC, gdyz uposledza barierowos¢
warstwy tworzone] przez te komorki, nasila procesy apoptozy i nekrozy, zwigksza
srodblonkowg powierzchniowag ekspresje ICAM-1. W srodowisku czynnika
proaterogennego MEL dziata ochronnie na Srodblonek- zmniejsza nasilenie procesow
apoptozy 1 nekrozy, zapobiega zwigkszeniu ilosci komorek  $rdédblonka
z powierzchniowa ekspresja ICAM-1, dziata przeciwzapalnie poprzez zwigkszenie
ekspresji IL-10. MEL nie wptywa na barierowos$¢ $rodblonka zmniejszong dziataniem
7K. MEL nie moduluje ekspresji chemokin remodelingowych w komoérkach §rédbtonka.
MEL nie chroni HuAoSMC przed toksycznym dziataniem 7K, nie wplywa na
barierowo$¢ tych komoérek ani nie zapobiega procesom apoptozy i nekrozy.






