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Streszczenie

Srédbtonek naczyniowy uwazany jest za najwiekszy narzad wewnatrzwydzielniczy
cztowieka, ktdry przeciwdziata procesom zapalnym oraz zakrzepowym za sprawg szeregu
uwalnianych przekaznikbw, miedzy innymi prostacykliny (PGly), tlenku azotu (NO)
oraz $rédbtonkowych czynnikdédw hiperpolaryzujgcych (EDHF). Uposledzenie prawidtowej funkcji
$rédbtonka naczyniowego moze byé przyczyng lub konsekwencjg rozwoju wielu stanéw
patofizjologicznych, w tym schorzen ukfadu sercowo-naczyniowego oraz choréb nowotworowych.
Wsréd aktywnych biologicznie lipiddw wptywajacych na fenotyp tego narzadu znajduja
sie eikozanoidy. Ocena roli tych przekaznikéw lipidowych w chorobach przebiegajacych
z dysfunkcjg s$rédbtonka naczyniowego, wymaga szczegétowego scharakteryzowania profilu

eikozanoidow z réznych szlakéw enzymatycznych i nieenzymatycznych ich biosyntezy.

Celem pracy doktorskiej bylo opracowanie i walidacja metod bioanalitycznych
z wykorzystaniem systemu UPLC-MS/MS do jednoczesnego oznaczania stezenia eikozanoidow
w prébkach biologicznych, a nastepnie zastosowanie tych metod do oceny profilu wybranych
przekaznikéw lipidowych z réznych szlakéw metabolizmu kwasu arachidonowego, w zwierzecych
modelach dysfunkcji srodbtonka naczyniowego, takich jak mysi model niedoboru tlenku azotu
(NO), nadcisnienia tetniczego krwi oraz przerzutujgcego raka sutka. W przeprowadzonych
badaniach in vivo oceniono réwniez zmiany profilu eikozanoidéw wywotane farmakologiczng
modulacjg funkcji $rodbtonka naczyniowego, w wybranych mysich modelach dysfunkcji tego

narzadu.

W ramach pracy doktorskiej opracowano i zwalidowano dwie oryginalne metody
jednoczesnego oznaczania eikozanoiddw w prdébkach biologicznych z zastosowaniem systemu
UPLC-MS/MS. Pierwsza z opracowanych metod pozwolita na oznaczenie stezenia metabolitéw
PGI; oraz tromboksanu A; (TXAz) w osoczu i moczu myszy, podczas gdy druga metoda umozliwita
oznaczenie 20 eikozanoidéw powstajgcych z udziatem cyklooksygenaz (COX), lipooksygenaz (LOX),
izoenzymow cytochromu P450 (CYP450) oraz reakcji nieenzymatycznych, w osoczu
oraz homogenatach ptuc myszy. Wsréd walidowanych parametréw metod znajdowaty sie
liniowosé, selektywnosé, doktadnosé, precyzja, odzysk, efekt matrycy oraz stabilnos¢ analitow.
Opracowane metody spetniaty zatozone kryteria walidacji i mogty by¢ stosowane do oznaczania
stezenia eikozanoidéw w badanych prébkach biologicznych oraz oceny profilu eikozanoidéw,

w wybranych zwierzecych modelach dysfunkcji sSrédbtonka naczyniowego.



Badania w mysim modelu niedoboru NO, wywotanym podawaniem estru metylowego Nw-
nitro-L-argininy (L-NAME), wykazaty, ze zahamowanie syntazy NO zwieksza aktywnos¢ ptytek krwi,
biosynteze  naczynioochronnych eikozanoidéw ze szlaku COX-2 oraz biosynteze
N-metylonikotynamidu (MNA). Egzogenny MNA w warunkach niedoboru NO przyczynit sie
do poprawy funkcji srodbtonka poprzez zwiekszenie systemowej biodostepnosci NO oraz

zmniejszenie aktywnosci ptytek krwi, wykazujac efekt niezalezny od aktywnosci COX-2.

W mysim modelu nadcisnienia tetniczego krwi, wywotanym podawaniem angiotensyny ll,
rozwdj dysfunkcji sréodbtonka naczyniowego oraz zwiekszenie ci$nienia tetniczego krwi byto
zwigzane przede wszystkim ze zwiekszong biosyntezg naczynioskurczowego kwasu
20-hydroksyeikozatetraenowego (20-HETE), powstajgcego ze szlaku CYP450. Zahamowanie
aktywnosci trombiny przez dabigatran nie wptyneto na cisnienie tetnicze krwi u myszy
z wywotanym nadcisnieniem tetniczym krwi, lecz poprawito funkcje srédbtonka naczyniowego
u tych zwierzat, miedzy innymi poprzez zmniejszenie nadmiernej biosyntezy 20-HETE, zwiekszenie

biodostepnosci NO oraz nasilenie aktywnosci szlaku COX-2.

Rozwojowi raka sutka u myszy, wywotanego inokulacjg komorek nowotworowych linii 4T1,
towarzyszyta zwiekszona biosynteza prozapalnych i pronowotworowych eikozanoidéw ze szlaku
COX oraz kwasow hydroksyeikozatetraenowych (HETE) powstajgcych z udziatem LOX, podczas gdy
biosynteza naczynioochronnych kwaséw epoksyeikozatrienowych (EET) zmniejszata sie w miare
rozwoju choroby. Zablokowanie syntazy NO skutkowato zahamowaniem wzrostu guza
pierwotnego oraz zmniejszeniem ilosci przerzutéw w ptucach myszy, zwiekszeniem biosyntezy
eikozanoidow ze szlakow CYP450 oraz LOX. Prawdopodobnie zwiekszona biosynteza EET oraz
HETE wspomagata angiogeneze i przerzutowos$¢ nowotworowa, w warunkach zmniejszonej

biodostepnosci NO.

Badania in vivo wykonane w ramach pracy doktorskiej, wykazaty heterogenny charakter
zmian eikozanoidow w mysim modelu niedoboru NO, nadci$nienia tetniczego krwi oraz
przerzutujgcego raka sutka. W swietle przedstawionych wynikéw badan, mozna wnioskowaé,
iz zastosowanie MNA w farmakologii choréb ukfadu sercowo naczyniowego mogtoby wspomagac
prawidtowa funkcje naczyn krwionosnych, podczas gdy zahamowanie aktywnosci trombiny oraz
biosyntezy 20-HETE mogtoby znalez¢ zastosowanie w leczeniu nadcisnienia tetniczego krwi.
W przypadku choréb nowotworowych, skuteczng terapig hamujgcg progresje nowotworu
mogtyby by¢ inhibitory izoenzyméw CYP450 katalizujgcych biosynteze EET, 20-HETE oraz

lipooksygenaz uczestniczacych w powstawaniu HETE.



Summary

The vascular endothelium releases a broad spectrum of antithrombotic and anti-
inflammatory mediators, among others, prostacyclin (PGl,), nitric oxide (NO) and endothelium-
derived hyperpolarizing factor (EDHF) which can act in auto-, para- as well as endocrine manner.
The endothelial dysfunction is associated with the development of various human diseases
such as hypertension, atherosclerosis, cancer and metastasis. Among biologically active lipids
involved in the alternations of the endothelial phenotype are eicosanoids. In order to better
understand the role of these lipid mediators in the impairment of endothelial function and

accompanying diseases the detailed characterisation of eicosanoid profile is needed.

The aim of this study was to develop and validate a bioanalytical method for quantification
of selected eicosanoids in biological samples using UPLC-MS/MS system and its application to the
assessment of the eicosanoid profile in animal models of endothelial dysfunction such as a murine
model of NO-deficiency, hypertension and metastatic breast cancer. Moreover, in the conducted
in vivo experiments the effect of pharmacological modulation of endothelial function on the

changes in eicosanoid biosynthesis was evaluated.

In this study, the concentration of eicosanoids in biological samples was determined using
two original UPLC-MS/MS bioanalytical methods. The first method was applied to quantify
metabolites of prostacyclin and thromboxane A; in mouse plasma and urine while the second one
was used for the quantification of 20 eicosanoids biosynthesised from arachidonic acid via
cyclooxygenase (COX), lipoxygenase (LOX) and cytochrome P450 enzymes as well as
in nonenzymatic manner in plasma and lung samples. The methods were validated including
linearity, selectivity, accuracy, precision, recovery, matrix effect and stability of analytes.
All validated parameters met the criteria of acceptance for bioanalytical methods, thus the
methods were successfully applied for the evaluation of eicosanoid profile in studied murine

models of endothelial dysfunction.

In murine model of NO-deficiency induced by Nw-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME)
treatment, the inhibition of NO synthase led to the increase in platelet activity, biosynthesis
of COX-2-derived eicosanoids as well as N-methylnicotinamide (MNA). Interestingly,
the exogenous MNA did not significantly change neither the platelet activity nor eicosanoid
biosynthesis from COX-2 pathway, but improved the function of endothelium as the systemic NO

bioavailability was increased in mice treated with L-NAME.



In murine model of hypertension induced by Angll the elevated blood pressure resulted
in the development of endothelial dysfunction and was related with enhance biosynthesis
of a potent vasoconstrictor eicosanoid such as 20-HETE formed via CYP450 pathway.
The inhibition of thrombin activity by dabigatran did not influence the blood pressure, however
it abrogated the excessive biosynthesis of 20-HETE and prevented the development of endothelial

dysfunction by sustaining the systemic NO bioavailability in mice with Angll infusion.

In murine model of metastatic mammary carcinoma induced by orthotopic inoculation
of 4T1 cancer cells, the disease progression was related with the intensified biosynthesis
of proinflammatory and tumorigenic COX-derived prostanoids as well as hydroxyeicosatetraenoic
acids (HETE) generated via LOX, whereas the production of CYP450-dependent endothelial
protective epoxyeicosatrienoic acids (EET) was reduced. The blockade of nitric oxide synthase
by L-NAME inhibited the primary tumour growth and pulmonary metastasis as well as increased
the biosynthesis of EET, 20-HETE and LOX-derived HETE indicating that these lipid mediators were
mainly involved in the development of cancer and facilitated the formation of secondary tumours

in the lungs in NO-deficient mice.

The study shows the heterogeneity of eicosanoid profile in murine models of endothelial
dysfunction such as NO-deficiency, hypertension and metastatic breast cancer. The obtained
results indicate that MNA could improve the endothelial function in cardiovascular diseases,
pharmacological inhibition of thrombin activity and 20-HETE biosynthesis could be an effective
therapy in hypertension. The development of cancer diseases might be suppressed by blockade

of EET, 20-HETE and LOX-derived HETE biosynthesis.



