Streszczenie pracy doktorskiej mgr Piotra Szczepaniaka pt. “Mechanizmy
dysfunkcji srédbltonka naczyniowego indukowanej chemioterapig u pacjentek
z rakiem gruczotu sutkowego”
Wstep: Chemioterapia jest najczgstsza terapig stosowang w leczeniu nowotworow,
ktéra znacznie zwigksza zarowno 5-letnie jak 1 10-letnie przezycie pacjentow.
Zaobserwowano, iz w tym okresie gtdéwng przyczyng zgondw chorych ktérzy przezyli
chorobe nowotworowg sg schorzenia sercowo-naczyniowe, w szczegolnosci powigzane
z nadci$nieniem tetniczym oraz przyspieszonym rozwojem miazdzycy tetnic.
W patofizjologii chordéb sercowo-naczyniowych jedng z najwazniejszych rél odgrywa
dysfunkcja $§rédbtonka naczyn. Glownym czynnikiem prowadzacym do powstania
dysfunkcji $rodbtonka naczyn jest stres oksydacyjny, za§ szczegdlng role
w powstawaniu reaktywnych form tlenu w naczyniach krwiono$nych czlowieka
w kontekscie schorzen sercowo-naczyniowych petni oksydaza NADPH. Wytwarzany
przez oksydaz¢ NAPDH anionorodnik ponadtlenkowy przyczynia si¢ do zaburzen
naczyniowych przez inaktywacj¢ tlenku azotu, wytwarzanego przez S$rdédblonkowa
syntaze tlenku azotu- eNOS. W rezultacie dochodzi do obnizenia biodostgpnosci NO
i zaburzenia relaksacji naczyn. Rola naczyniowych oksydaz NADPH: Noxl, Nox2
1 Nox5 zostala juz relatywnie dobrze poznana i1 jest ona zwigzana z produkcja
anionorodnika ponadtlenkowego. Rola Nox4 w biologii naczyniowej nie jest
jednoznacznie okre$lona. Podczas gdy szereg badan wskazuje na uszkadzajacy
charakter wolnych rodnikow tlenowych, badania ostatnich lat wskazuja iz w pewnych
sytuacjach oksydaza Nox4 moze odgrywac role ochronng
(kompensacyjna). Nadekspresja tego enzymu sprzyja obnizeniu ci$nienia oraz wptywa
ochronnie na wlasnosci rozkurczowe Srodbtonka, jednak nalezy zauwazy¢,
iz zastgpienie produkcji NO przez H,O, w komorkach $rodblonka, mimo utrzymania
prawidtowej aktywnosci rozkurczowej moze dlugofalowo prowadzi¢ do nastepstw
patologicznych. Podwyzszony patologicznie poziom H>O, moze doprowadzad
do uposledzenia funkcji srodblonka, poprzez indukcje stresu oksydacyjnego, stymulujac
szereg redoks- zaleznych szlakow prozapalnych, produkcje O, i aktywujac tym samym
oksydaze NADPH. Jednym ze schorzen nowotworowych, w ktorych zaobserwowano
szczegolng poprawe skuteczno$ci leczenia, a ktore stanowi bardzo duzy problem

epidemiologiczny w Polsce i na $wiecie jest rak gruczolu sutkowego. Sktadniki



chemioterapii neoadjuwantowej (NACT): docetaksel i paklitaksel szkodzg w rdéznych

warunkach klinicznych.

Cel: Glownym celem proponowanego projektu byto ustalenic mechanizmu
dziatania chemioterapii (docetaksel, cyklofosfamid, doksorubicyna) na funkcje
srodbtonka naczyniowego u pacjentek poddanych chemioterapii neoadjuwantowej raka
gruczotu sutkowego.

Cel projektu zostal osiggni¢ty poprzez poszukiwanie odpowiedzi na nast¢pujgce cele

szczegdlowe:

1. Okreslenie wptywu chemioterapii neoadjuwantowej (docetaksel, cyklofosfamid,
doksorubicyna) na funkcje $rodblonka naczyniowego i1 okreslenie efektow
poszczegolnych lekow na naczynia ex vivo.

2. Zbadanie wptywu chemioterapii neoadjuwantowej (docetaksel, cyklofosfamid,
doksorubicyna) na produkcje wolnych rodnikow tlenowych w $cianie naczynia
krwiono$nego.

3. Okreslenie mechanizméw dysfunkcji §rodblonka naczyniowego spowodowanego
dziataniem chemioterapii neoadjuwantowe;.

Whyniki: Pacjentki po NACT miaty znacznie uposledzong funkcje naczyn krwionosnych

zalezng (P<0.0001) od srodblonka naczyniowego, w pordéwnaniu do pacjentek bez

NACT, ktora ulegta poprawieniu 0 45% w obecnosci zmiatacza wolnych rodnikow-

N-acetylocysteiny (P<0.01). Zaobserwowano takze zmiany w funkcji naczyn

niezaleznej od $rodblonka naczyniowego. NACT indukowata dysfunkcje srodblonka

naczyniowego w ludzkich naczyniach krwiono$nych po 24 godzinnej inkubacji

z docetakselem, 4-hydroperoksy-cyklofosfamidem oraz doksorubicyng. Docetaksel

powodowat uposledzenie funkcji srodbtonka naczyniowego w poréwnaniu z naczyniem

kontrolnym, podczas gdy nie zaobserwowano takich roznic po zastosowaniu
cyklofosfamidu,  4-hydroperksy-cyklofosfamidu oraz  doksorubicyny.  Funkcja
srodbtonka naczyniowego uposledzona przez NACT byta pogorszona pod wplywem
katalazy (enzym rozktadajacy H,0,). Rozkurcz tetnic pacjentek bez NACT byt
regulowany przez inhibitor eNOS (L-NAME) a pozostawal bez zmian w naczyniach
pacjentek po NACT. Dodatkowo zaobserwowano podwyzszony poziom Oy

w naczyniach krwiono$nych pochodzacych od pacjentek po NACT wytwarzany w

stanie podstawowym (17.6 vs. 39.4 RLU/s/mg; P<0.05), jak rowniez w obecnoS$ci

NADPH (1124.4 vs. 2609.4 RLU/s/mg; P<0.05) oraz poziom H,0O, (0.99 vs. 2.84

uM/mg biatka). Aktywnos$¢ oksydazy NADPH byta wyzsza u pacjentek leczonych
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NACT (641110 vs. 268+83 pmol/mg biatka; P<0.001). Przeprowadzono réwniez
badania ekspresji wybranych genéow technikag RT-PCR, sposrod ktorych geny: CYBB,
NOX4, CAT, SOD1 oraz SOD2 wykazywaly istotnie znaczacy wzrost w naczyniach
krwionosnych od pochodzacych od pacjentek leczonych NACT co zostalo
potwierdzone technika Western blotting na poziomie biatka. Podwyzszony poziom
ekspresji NOX4 byl determinowany obnizong iloscia zmetylowanych par CpG
w obrebie promotora. Docetaksel indukowat w naczyniach ekspresj¢: CYBB (1.55+0.43
vs. 1.00+0.23), CAT (1.71£1.03 vs. 1.00+0.68), NOX4 (1.52+0.99 vs. 1.00+0.81), SOD1
(1.95+£0.49 vs. 1.00+1.30) oraz SOD2 (1.75+0.80 vs. 1.00£0.54) w pordéwnaniu
do naczyn kontrolnych. Oksydazy NOX2 oraz NOX4 byly glownie zlokalizowane
w warstwie srodkowej naczyn krwiono$nych, podczas gdy docetaksel indukowat CYBB
i NOX4 w komorkach HDMEC a w komorkach HASMC tylko NOX4. Poziom Oy
indukowany przez NACT byt obnizony pod wpltywem prekursora tetrahydrobiopteryny-
sepiapteryny (0 66%), inhibitora PKC- chelerytryny (o 65%), inhibitora Nox1/4-
GKT137831 (0 80%) oraz L-NAME (o 49%), natomiast pozostawal bez zmian
po inkubacji z indometacyng (inhibitor cyklooksygenaz). Poziom eNOS oraz
fosforylacji S1177 eNOS pozostawat bez zmian, natomiast NACT indukowala
aktywno$¢ PKCa oraz fosforylacje T495 eNOS obnizajaca aktywnos¢ eNOS.
Fosforylacja T495 eNOS indukowana przez docetaksel zostata zahamowana przez
Y27632 (inhibitor ROCK), a nie Go6976 (inhibitor PKCa) w warunkach in vitro.
Nastrzykiwanie docetakselem spowodowalo wzrost cisnienia skurczowego krwi
u myszy kontrolnych (WT)(o 19 mmHg). Myszy WT nastrzykiwane docetakselem
mialy uposledzong funkcje naczyn krwionos$nych, zalezng od $rédbtonka naczyniowego
w porownaniu do myszy WT nastrzykiwanych placebo oraz do myszy Nox4™
nastrzykiwanych docetakselem. Myszy Nox4™ nastrzykiwane docetakselem mialy
wigkszy skurcz aort w poréwnaniu do myszy Nox4™ nastrzykiwanych placebo. Aorty
myszy WT pod wptywem dziatania docetakselu produkowaty wiecej Oy (26.62+12.48
vs. 10.83+6.26 RLU/s/mg) oraz H,O, w poréwnaniu do myszy nastrzykiwanych
placebo (135+31% vs. 100£22%).

Whnioski: Chemioterapia neoadjuwantowa powodowata uposledzenie funkcji naczyn
krwiono$nych poprzez wzrost poziomu reaktywnych form tlenowych oraz wzrost
fosforylacji T495 eNOS obnizajacej poziom NO w naczyniach krwiono$nych
u pacjentek z rakiem gruczotu sutkowego. Docetaksel, jako sktadnik chemioterapii

neoadjuwantowej indukuje uposledzenie funkcji srodbtonka. Oksydaza NAPDH- Nox4
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1 produkowany przez nig HyO, odgrywaja negatywna rol¢ w dysfunkcji $rodblonka
w mysich aortach pod wptywem docetakselu, podczas gdy w ludzkich tetnicach
obserwowany jest takze mechanizm kompensacyjny H>O, po dziataniu chemioterapii

neoadjuwantowej.



Summary

Introduction: Chemotherapy is successfully used in cancer treatment as it significantly
increases both 5-year and 10-year survival rates of patients with various cancers. It has
been observed that the main causes of death in patients who survived cancer are
cardiovascular diseases, particularly hypertension and accelerated atherosclerosis,
which develop earlier in cancer patients than in the general population. Vascular
endothelial dysfunction plays a crucial role in the pathogenesis of cardiovascular
diseases. The main factor that causes vascular endothelial dysfunction in human vessels
in the setting of atherosclerosis, hypertension and cardiovascular risk is oxidative stress.
Superoxide radical (O2) produced by NADPH oxidases contributes to cardiovascular
disorders by deactivating nitric oxide (NO) produced by endothelial nitric oxide
synthase - eNOS. As a result, loss of NO bioavailability and impaired relaxation occur,
which are hallmarks of endothelial dysfunction as they indicate loss of protective NO
bioactivity. Previous studies confirmed that Nox 1, 2, 4, and 5 are predominant
NADPH oxidases in human vascular disease pathophysiology. The role of vascular
oxidases Nox1, Nox2, and Nox5 is already relatively well recognized, and it is related
to the production of O,". The role of Nox4 in vascular biology is less clear at present.
While a number of studies point to the damaging nature of free radicals, recent studies
indicate that in certain situations, Nox4 oxidase may play a protective role
(compensatory). In relation to moderate hydrogen peroxide (H,O;) production in the
vasculature, the overexpression of Nox4 promotes blood pressure reduction and
provides protective effects on the properties of endothelium dependent vasodilatation,
which instead of being mediated by NO, is taken over by H,O,. However, it should be
noted that the substitution of NO production by H,0, in endothelial cells, despite the
maintenance of normal vasodilatory activity could, , in the long term lead to
pathological consequences such as remodelling dependent on growth and apoptosis or
inflammation. Breast cancer represents one of the cancers which constitute a very large
epidemiological problem in Poland and worldwide, where there has been a particular
improvement in the effectiveness of treatment over recent years, especially with the
advent of docetaxel- and paclitaxel- containing chemotherapy protocols. However, these
neoadjuvant Chemotherapy (NACT) drugs are negative in various clinical settings.



Aims: The main aim of the project was to determine the mechanism of action
of chemotherapy (docetaxel, cyclophosphamide, doxorubicin) on endothelial function
in patients with breast cancer undergoing neoadjuvant chemotherapy.

The scientific aim of the project has been achieved by seeking answers to the following
specific objectives:

1. Determination of the effect of neoadjuvant chemotherapy (docetaxel,
cyclophosphamide, doxorubicin) on vascular endothelial function and determination
of the impact of individual drugs on vessels ex vivo.

2. Examination of the role influence of neoadjuvant chemotherapy (docetaxel,
cyclophosphamide, doxorubicin) in the mechanism of overproduction of free radicals
in vessel walls.

3. Understanding the process by which neoadjuvant chemotherapy causes vascular
endothelial dysfunction.

Results: Patients after NACT had significantly impaired endothelium dependent
vascular function (P<0.0001), compared to patients who did not receive NACT, which
was improved by 45% in the presence of N-acetylcysteine scavenger (P<0.01). Changes
in vascular endothelium independent relaxation were also observed. NACT induced
vascular endothelial dysfunction in human blood vessels after 24- hours incubation with
docetaxel, 4-hydroperoxy-cyclophosphamide and doxorubicin. Docetaxel caused
impairment of vascular endothelial function compared to the control, while no
differences were observed after exposure to cyclophosphamide, 4-hydroperoxy-
cyclophosphamide and doxorubicin. Vascular endothelial function impaired by NACT
was demeged by catalase (H,O, decomposing enzyme). The vessel relaxation of
patients without NACT was regulated by eNOS inhibitor (L-NAME) and remained
unchanged in the vessels of NACT patients. In addition, elevated O, levels were
obtained in blood vessels from patients after NACT produced by the vessels (17.6 vs.
39.4 RLU/s/mg, P<0.05), as well as the presence of NADPH (1124.4 vs. 2609.4
RLU/s/mg; P<0.05). The NADPH oxidase activity was higher in vessels from patients
treated with NACT (641 £ 110 vs. 268 = 83 pmol/mg protein, P<0.001). NACT also
induced H,0; level (0.99 vs. 2.84 uM/mg protein). Studies on the expression of selected
genes by RT-PCR have also been performed, of which the CYBB, NOX4, CAT, SOD1
and SOD2 genes showed significantly increased levels in blood vessels of patients
treated with NACT, which was confirmed by Western blotting at the protein level.

Elevated levels of NOX4 expression were determined by a reduced amount
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of methylated CpG counts within the promoter. Docetaxel induced the following genes
in vessels: CYBB (1.55+0.43 vs. 1.00+0.23), CAT (1.71£1.03 vs. 1.00+0.68), NOX4
(1.52+0.99 vs. 1.00+£0.81), SOD1 (1.95+0.49 vs. 1.00£1.30) and SOD2 (1.75+0.80 vs.
1.00+£0.54) (compared to the control). Oxidases NOX2 and NOX4 were mainly
localized in the tunica media of blood vessels, while docetaxel induced NOX4 in
HASMC cells and both CYBB and NOX4 in HDMEC cells. O,  induced by NACT was
decreased by the precursor of terahydrobiopterin- sepiapterin (by 66%), by PKC
inhibitor- cheleretrin (by 65%), Nox1/4 inhibitor- GKT137831 (by 80%), and by L-
NAME (by 49%), while it remained unchanged after incubation with indomethacin
(cyclooxygenase inhibitor). The level of eNOS and phosphorylation of S1177 eNOS
remained unchanged, whereas NACT induced phosphorylation of T495 eNOS and
PKCa activity. T495 eNOS phosphorylation induced by docetaxel was inhibited by
Y27632 (ROCK inhibitor) and not by Go6976 (PKCa inhibitor) in vitro. Docetaxel
injections increased systolic blood pressure in the control mice (WT)
(by 19 mmHg). WT mice injected with docetaxel had impaired endothelial function
dependent as compared to WT injected mice and to the Nox4” mice injected with
docetaxel. Investigation the systolic function of the aortas with increasing doses
of phenylephrine showed statistically significantly stronger contraction was obteined in
the Nox4™ mice was injected with docetaxel compared to the Nox4” mice that injected
with placebo. The WT mice in the influence of docetaxel produced significantly more
07 (26.62+12.48 vs. 10.83+6.26 RLU/s/mg) and H,O, compared to mice injected with
placebo (135+31% vs. 100+22%).

Conclusions: Neoadjuvant chemotherapy caused the impairment of blood vessel
function by increasing the level of reactive oxygen species and increasing
the phosphorylation of T495 eNOS that reduces the level of NO in blood vessels in
patients with breast cancer. Docetaxel, as a component of neoadjuvant chemotherapy,
induces to impaire vascular endothelial function. The NAPDH Nox4 oxidase and H,0;
play a negative role in the endothelial dysfunction in mice aortas under the influence of
docetaxel, while in the human blood vessels, the compensatory mechanism of H,O,

after the action of neoadjuvant chemotherapy is observed.



