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Wykaz stosowanych skrotow

A549 - linia komodrkowa ludzkiego niedrobnokomoérkowego raka pluc
ABP280 - biatko wigzace aktyne 280, filamina A
A/H1IN1 - podtyp wirusa grypy typu A

A/H3NZ2 - podtyp wirusa grypy typu A

AIDS - zespot nabytego niedoboru odpornosci
AP-1 - czynnik transkrypcyjny, biatko aktywujace 1
ATP - adenozyno-5'-trifosforan

B - typ wirusa grypy

Bad - biatko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2

Bak - proapoptotyczne biato z rodziny biatek Bel-2
Bax - bialko z rodziny genowej Bcl-2

Bcl-2 - biatko blokujace apoptoze

Bcl-xL - biatko blokujace apoptoze z rodziny Bel-2

BKCca - kanaty potasowe o duzym przewodnictwie aktywowane jonami Ca?*

Caco-2 - ludzka linia komorkowa gruczolaka okreznicy
CAMP - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan
CD24 - klaster roznicowania 24

CD44 - klaster r6znicowania 44

CDK - kinazy zalezne od cytokin

CFTR - blonowy regulator przewodnictwa, biatko tworzace kanat chlorkowy

cGMP - cykliczny guanozyno-3',5’-monofosforan

CHO - linia komorkowa unie$miertelnionych komorek jajnika chomika chinskiego

COX - cyklooksygenaza

CYP1A - podrodzina enzymow cytochromu P-450



CYP1AZ2 - podrodzina enzymoéw cytochromu P-450

D20 - tlenek deuteru, woda ci¢zka

DHR123 - dihydrorodamina 123

DMPC - dimirystylofosfatydylocholina

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DPPC - dipalmitylofosfatydylocholina

DSC - r6znicowa kalorymeria skaningowa

ECG - epigalokatechina

ECM - macierz zewnatrzkomoérkowa

EGCG - galusan epigalokatechiny

EGFR - receptor czynnika wzrostu naskorka

EPR - elektronowy rezonans paramagnetyczny

FAK - kinaza ptytek przylegania, cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa
FBS - plodowa surowica bydleca

FLIM - mikroskopia obrazowania czas6w zycia fluorescencji
FTIR - spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera
GPI - glikofosfatydyloinozytol

GUV - wielkie jednowarstwowe liposomy

HA22T/VVGH - odréznicowana ludzka linia watrobiaka

HDL - lipoproteina o wysokiej gestosci

HeLa - linia komorkowa ludzkiego raka szyjki macicy

Hep?2 - linia komodrkowa ludzkiego nowotworu nabtonkowego krtani
HepG2 - linia komoérkowa ludzkiego nowotworu watroby
HIV - ludzki wirus niedoboru odpornosci

HL-60 - linia komorkowa ludzkiej ostrej biataczki promielocytowe]
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HSF - linia ludzkich fibroblastéw skory cztowieka

HSP - biatka szoku cieplnego

HSV - wirus opryszczki pospolitej

HUVEC - linia komoérkowa ludzkich komorek $rodbtonka zyty pepowinowej
IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu

IAA - kwas indolilo-3-octowego

IL-1B - interleukina 1

IL-6 - interleukina 6

IL-8 - interleukina 8

INOS - syntaza tlenku azotu

IUPAC - Migdzynarodowa Unia Chemii Czystej 1 Stosowanej

La - faza ciektokrystaliczna

LAB - lenzozyd Ap

Lp - faza zelowa

Lc - faza krystaliczna

LDL - lipoproteina o niskiej gestosci

LOX - lipooksygenaza

LPS - lipopolisacharyd

LUV - duze jednowarstwowe liposomy

MCEF-7 - linia komorkowa ludzkiego raka piersi

MCF-7/ADR - linia komorkowa raka piersi odporna na doksorubicyng
MDA-MB-231 - linia komoérkowa potrdjnie ujemnego gruczolakoraka piersi
MDR - oporno$¢ wielolekowa

mitoBKca - mitochondrialne kanaty potasowe o duzym przewodnictwie aktywowane jonami

Ca?*

mitoKatp - mitochondrialne kanaty potasowe aktywowane ATP
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MLC - lekki tancuch miozyny

MLCK - kinaza lekkich tancuchéw miozyny

MLV - liposomy wielowarstwowe

MMP - metaloproteinaza macierzy pozakomoérkowe;j
MRNA - matrycowy RNA

MRP-1 - biatko oporno$ci wielolekowe;j

MVV - wielopgcherzykowe liposomy

NF-«B - jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B
NMR - jadrowy rezonans magnetyczny

NO - tlenek azotu

O™ - anionorodnik ponadtlenkowy

OH’ - rodnik hydroksylowy

OLV - liposomy kilkuwarstwowe

p21 - inhibitor kinaz zaleznych cyklin

P338 - linia komoérkowa mysiej biataczki

p53 - czynnik transkrypcyjny indukujacy ekspresje gendw proapoptotycznych
PP - pofatldowana faza zelowa

PBS - roztwor soli fizjologicznej

PC - fosfatydylocholina

PCK - kinaza biatkowa C

PDGFR - receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu
PE - fosfatydyloetanoloamina

PG - fosfatydyloglicerol

pH - skala pomiarowa, ujemny dziesi¢tny logarytm stezenia jondw wodorowych w

roztworze

Pl - fosfatydyloinozytol
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PIP3 - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
PKC - biatkowa kinaza C

PM 701 - substancja o dziataniu przeciwnowotworowym, naturalny produkt pochodzacy z

moczu wielblada
PS - fosfatydyloseryna
PTK - bialkowa kinaza tyrozynowa

Q-7-MeGlu - glikozydowa pochodna kwercetyny uzyskana w wyniku biotransformacji

przez grzyba Beauveria bassiana.

RNA - kwasy rybonukleinowy

ROS - reaktywne formy tlenu

RPMI - podloze wzrostowe i utrzymujace stosowane do hodowli komorek
RSV - syncytialny wirus nabtonka oddechowego

SEM - elektronowy mikroskop skaningowy

SGLT-1 - kotransporter glukozowo-sodowy

SM - sfingomielina

SUV - mate jednowarstwowe liposomy

SV40 - Simian wirus, wirus nalezacy do poliomawirusow
TIG-1 - linia embrionalnych fibroblastow z ptuc ludzkich
Tm - temperatura gldéwnego przejscia fazowego

TNF-a - czynnik martwicy nowotworu

U937 - linia komoérkowa ludzkiej biataczki monoblastyczne;j
UV - promieniowanie ultrafioletowe

UVs - liposomy jednowarstwowe

VEGFR - receptor czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego
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Streszczenie

Lenzozyd AP (kwercetyna-3-O-[6-O-E-kofeilo)-B-D-glukopiranozylo(1—2)]--D
galaktopiranozylo-7-O-B-D-glukuropiranozyd) jest pochodng kwercetyny i nalezy do
flawonoidow, zwigzkow powszechnie wystepujacych w roslinach. W ostatnim czasie
flawonoidy staty si¢ przedmiotem licznych badan ze wzglgdu na ich rézne wiasciwosci
biologiczne i farmakologiczne. Badania in vitro, jak in vivo potwierdzaja ich pozytywne
dziatanie, zard6wno na poziomie komorki jak i calego organizmu. Majg one m.in. dziatanie
przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe, antyalergiczne 1 inne. Szczegdlnie istotna jest ich
aktywno$¢ przeciwnowotworowa. Jednym z miejsC oddziatywania flawonoidow jest btona
komorkowa. Jednocze$nie lenzozyd AP jest nowo wyizolowanym zwigzkiem z
nadziemnych cze$ci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) odmiany Tina, a do tej pory jest
bardzo mato danych literaturowych na temat metabolitow wyizolowanych z lisci i1 todyg tej

rosliny.

Gléwnym celem pracy doktorskiej bylo okreslenie zdolnosci lenzozydu AP do
wchodzenia w interakcje z blonami (zaréwno z lipidami i biatkami btonowymi), okreslenie
sposobu oddziatywania tego zwigzku na membrany, poznanie lokalizacji i orientacji
flawonoidu w btonach oraz ocena skutkoéw jego dziatania na komoérki. Aby wyjasnic¢ sposob
interakcji flawonoidu z btonami oraz potwierdzi¢ wptyw tych oddziatywan na zdrowe 1
nowotworowo zmienione komorki, postuzono si¢ réznorodnymi metodami badawczymi
takimi jak: absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR),
jadrowy rezonans magnetyczny (*H NMR), réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC),
mikroskopia obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM), patch-clamp, transmisyjna i
skaningowa mikroskopia elektronowa (TEM, SEM), mikroskopia $wietlna, mikroskopia
fluorescencyjna i cytometria przeptywowa. W dos§wiadczeniach zastosowano rézne modele
badawcze takie jak liposomy wielowarstwowe (MLV), wielkie jednowarstwowe liposomy
(GUV) sporzadzone z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) oraz hodowle komorek in
vitro: linie nowotworowe raka szyjki macicy (HelLa) i raka krtani (Hep-2) oraz lini¢

prawidtowg fibroblastow skory cztowieka (HSF).

W badaniach wykazano, ze lenzozyd AP istotnie wpltywa na modelowe btony

sporzadzone z DPPC. Wbudowuje si¢ do liposoméw i wigze si¢ z glowami polarnymi
14



lipidow za pomocg wigzan wodorowych pomiedzy ugrupowaniem C—O—P—-O-C a grupami
hydroksylowymi flawonoidu.

Ponadto, wyniki otrzymane technikami '"H NMR i DSC ujawnily, ze badany flawonoid
dziata usztywniajaco na btony DPPC oraz powoduje zmiang ich wtasciwosci fizycznych.
Stwierdzono niewielkie obnizenie temperatury przej$cia fazowego, zanik przedprzejscia
fazowego oraz obnizenie entalpi kalorymetrycznej 1 kooperatywnosci przejscia.
Zastosowanie techniki FLIM wykazato planarng orientacj¢ badanego zwigzku w stosunku
do plaszczyzny dwuwarstwy lipidowej. Z kolei dzigki technice patch-clamp udato si¢
stwierdzi¢ modulujgce dziatanie flawonoidu w stosunku do biatek transportowych.
Lenzozyd AP zmienial bowiem aktywno$¢ kanalow potasowych komorek fibroblastow
skory cztowieka, co przejawilo si¢ ich zwigkszonym otwieraniem sig.

Badania za pomocg techniki FTIR wykonane na komodrkach z hodowli in vitro
potwierdzity, ze badany zwigzek oddzialuje, na poziomie molekularnym, zaré6wno z
biatkami jak i lipidami tych komoérek. Badany flawonoid wchodzi w interakcje z gtowami
cholinowymi fosfolipidow komorek HelLa i Hep-2 poprzez tworzenie wigzan wodorowych
z grupami — PO>" oraz ugrupowaniem C-O-P-O-C gtow polarnych. Lenzozyd AP wyraznie
wptywa takze na profil spektralny biatek z regionu amidu I, co przejawito si¢ zmianami ich
struktury drugorzedowej oraz obnizeniem ich ilosci. Odmiennie oddziatuje na komorki
prawidlowe linii HSF indukujac wytworzenie dodatkowych biatek przez te komorki i

powodujac niewielkie dziatanie usztywniajace frakcji lipidowej gtow cholinowych.

Wyniki uzyskane, za pomocg testu czerwieni oboj¢tnej oraz testu LIVE/DEAD
ujawnity, zalezne od linii komodrkowej obnizenie zywotnosci komoérek. Wykazano, ze
lenzozyd AP w niewielkim stopniu wplywa na przezywalno$¢ komorek. Najsilniej dziata na
komorki raka szyjki macicy cztowieka. Jego cytotoksyczne dziatanie, skorelowane jest, z
indukcja apoptozy w komodrkach nowotworowych linii HeLa 1 Hep-2 za$ fibroblasty skory
cztowieka nie sg wrazliwe na dzialanie badanego flawonoidu.

Analizy komorek z uzyciem techniki mikroskopii elektronowej transmisyjnej i
skaningowej jak roéwniez mikroskopii $wietlnej 1 fluorescencyjnej ujawnity skutki dziatania
lenzozydu AP na komodrki nowotworowe. Obserwowano zmiany ich ksztaltu, powierzchni,
parametrow  morfometrycznych 1 ultrastruktury. Komoérki  posiadaty  cechy
charakterystyczne dla komoérek apoptotycznych takie jak: obkurczenie komorek i jader,
redukcja lub utrata mikrokosmkow, pofragmentowanie chromatyny, silna wakuolizacja

cytoplazmy, obecnos¢ autolizosomow, obecnos$¢ uwpuklen btony oraz pojawienie si¢ ciatek
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apoptotycznych. Jednoczes$nie lenzozyd AP nie zmienit morfologii oraz ultrastruktury

fibroblastéw skory cztowieka.

Ostatni etap badan obejmowat okreslenie wpltywu LAP na indukcje stresu
oksydacyjnego w komoérkach. Badania wykazaty dualistyczne dziatanie zwigzku. Flawonoid
indukowat stres oksydacyjny w komorkach linii HeLa i Hep-2 i jednocze$nie wykazat

dziatanie antyutleniajgce w stosunku do komorek prawidlowych skoéry cztowieka.

Podsumowujac, wyniki zawarte w rozprawie potwierdzily oddziatywanie lenzozydu
AP na btony komorkowe. Flawonoid wchodzac w interakcje z biatkami i lipidami komorek,
w tym lipidami membran, zmienia ich dynamiczne i strukturalne wtasciwosci. W efekcie,
jako skutki oddziatywania flawonoidu, obserwuje si¢ inng niz w kontrolnych komoérkach
nowotworowych, morfologi¢ i ultrastrukture, w wiekszosci, zgodna z fenotypem komorek
apoptotycznych. Jednocze$nie zwigzek nie indukuje apoptozy w komodrkach prawidlowych,
nie wykazuje dzialania cytotoksycznego wobec nich i wzmaga w nich synteze biatek. Takie
wlasciwosci  lenzozydu AP czynia go potencjalnym Srodkiem terapeutycznym,

samodzielnym lub stosowanym w terapii skojarzone;.

Stowa kluczowe:

flawonoidy, liposomy, komorki nowotworowe, mikroskopia elektronowa, FTIR
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Summary

Lensoside AP (quercetin 3-O-[6-OE-caffeyl)-p-D-glucopyranosyl(1—2)]-B-D-
galactopyranoside-7-O-B-D-glucuropiranoside) is a derivative of quercetin and belongs to
flavonoids, compounds commonly found in plants. Flavonoids have recently become the
subject of numerous studies due to their different biological and pharmacological properties.
In vitro and in vivo studies confirm their positive effect, both at the cell and the whole
organism level. They exhibit antioxidant, anti-inflammatory, anti-atherosclerotic, anti-
allergic and other activities. Their anticancer activity is particularly important. One of the
targets for flavonoids are cell membranes. At the same time, lensoside AP is a new
compound isolated from the aerial parts of edible lentil (Lens culinaris) cultivar Tina. So
far, there is very little data about secondary metabolites isolated from the leaves and stems
of this plant.

The main aim of the doctoral thesis was to determine the ability of lensoside AP to
interact with membranes (both with membrane lipids and proteins), to determine how this
compound interacts with membranes, to investigate its localization and orientation in
membranes, and to evaluate its effects on the cells. In order to explain how this flavonoid
interacts with membranes and to confirm the influence of these interactions on normal and
cancer cells, various research methods were applied such as: Fourier transform infrared
absorption spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonance (*H NMR), differential
scanning calorimetry (DSC), confocal fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM),
patch clamp, transmission and scanning electron microscopy (TEM, SEM), light
microscopy, fluorescence microscopy and flow cytometry. In the experiments multilayer
vesicles (MLV), giant unilamellar vesicles (GUV) made of dipalmitoylphosphatidylocholine
(DPPC) and in vitro cell cultures: cervical cancer (HeLa), laryngeal cancer (Hep-2) lines and
human skin fibroblast line (HSF) were used.

The studies have shown that lensoside AP significantly affects on model membranes
formed with DPPC. The tested compound incorporates into membranes and binds to the lipid
polar head groups by hydrogen bonds between the C — O —P — O — C segment and hydroxyl

groups of flavonoid.
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Moreover, *H NMR and DSC analysis showed that the tested flavonoid has ordering
effect on DPPC membranes and changes their physical properties. A slight decrease of the
main phase transition temperature, the disappearance of the pretransition and a decrease in
the calorimetric enthalpy and the co-operativity of the transition were found. FLIM
investigation has revealed roughly parallel orientation of the examined compound with
respect to the membrane. To determine the modulating effect of tested flavonoid on
membrane transport proteins, patch-clamp technique was used. Lensoside AB has changed
the activity of potassium channels in human skin fibroblasts, which resulted in their
increased opening.

FTIR analysis confirmed that the tested compound, interacts with both proteins and
lipids of the cells at the molecular level. The studied flavonoid interacts with the cell lipids
in the region of the choline heads of phospholipids in HelLa and Hep-2 cells via the
formation of hydrogen bonds with the — PO>" groups and the C-O-P-O-C segment. The
lensoside AP clearly affects the spectral profile of proteins from the amide | spectral zone,
which was manifested by changes in their secondary structure and reduction in their amount.
On the other hand, it acts differently on normal cells of the HSF line by inducing the
production of additional proteins and a slight ordering effect of the lipid fraction of the polar
head groups region.

Results obtained by the neutral red and the LIVE/DEAD tests
have revealed a cell line - dependent reduction in cell viability. Lensoside AP has been
shown to have little effect on cell survival. It has the greatest effect on human cervical cancer
cells. Its cytotoxic effect is correlated with the induction of apoptosis in HeLa and Hep-2
cancer cells whereas human skin fibroblasts are not sensitive to the cytotoxic effect of the
tested flavonoid.

Cell analyses with application of transmission and scanning electron microscopy as
well as light and fluorescence microscopy have shown the effects of lensoside A on cancer
cells. Changes in their shape, surface, morphometric parameters and ultrastructure were
observed. Cells had features characteristic of apoptotic cells, such as: shrinkage of cells and
nuclei, reduction or loss of microvilli, fragmentation of chromatin, strong vacuolation of
cytoplasm, presence of autolysosomes, presence of membrane connections and the
appearance of apoptotic bodies. At the same time, lensoside AP did not change the

morphology and ultrastructure of normal human skin fibroblast cells.
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The final stage of the research involved determining the effect of LA on the induction
of oxidative stress in the cells. Studies have shown a dualistic mode of action of the tested
compound. The flavonoid has induced oxidative stress in HeLa and Hep-2 cells and at the
same time showed an antioxidant effect on normal human skin cells.

In conclusion, the results included in this dissertation, confirmed the influence of
lensoside AP on cell membranes. By interacting with proteins and lipids of the cells,
including the membrane lipids, the flavonoid changes their dynamic and structural
properties. As a result, of this interaction, changes in a morphology and ultrastructure of
cancer cells, which is mostly consistent with the apoptotic cell phenotype, are being
observed. Simultaneously, the examined compound does not induce apoptosis in normal
cells, does not also exhibit cytotoxic activity against them and enhances their protein
synthesis. Such properties of lensoside AP make it a potential therapeutic agent, used alone

or in combined therapy.

Key words:

flavonoids, liposomes, cancer cells, electron microscopy, FTIR
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I. Wstep

Rosliny od dawien dawna byty wykorzystywane przez cztowieka nie tylko jako zrédto
pokarmu ale rowniez w celach leczniczych. Fitoterpapia czyli leczenie za pomoca roslin i
substancji pochodzenia roslinnego byta stosowana juz ponad cztery tysigce lat temu przez
Sumerow 1 Chinczykdw, a jej rozkwit nastapit w Egipcie. Juz w czasach starozytnych, za
sprawa Hipokratesa, Dioskurydesa oraz Galena znano okolo tysigca gatunkow roslin o
dziataniu leczniczym, z ktorych otrzymywano napary, ekstrakty oraz inne postaci lekéw
[Wieczorek i in., 2006]. W latach trzydziestych XX wieku, po otrzymaniu pierwszego
syntetycznego chemioterapeutyku, nastapil szybki rozwoj chemii i produkcja lekoéw
syntetycznych. Syntetyki charakteryzujace si¢ szybkim i silnym dziataniem zastapity
naturalne leki roslinne i staly si¢ powszechnie stosowane. Niestety mimo silnego dzialania
terapeutycznego, odkryto rowniez niepozadane dzialanie s$rodkéw syntetycznych.
Zauwazono, ze takie substancje moga powodowa¢ wymioty, biegunke, nudnosci, wysypki
a takze dziata¢ hepatotoksycznie i nefrotoksycznie, jak rowniez zaburza¢ funkcjonowanie
uktadu krwiono$nego. W dzisiejszych czasach, ze wzgledu na bezpieczniejsze i fagodniejsze
dziatanie naturalnych substancji roslinnych oraz ich niska toksycznos¢ zaczgto powraca¢ do
ich stosowania, a ro$liny oraz surowce z nich otrzymane staty si¢ obiektem zainteresowan

wielu badaczy [Drozd, 2012].

Substancje czynne wystepujace w roslinach leczniczych mozemy podzieli¢ na dwie
grupy: produkty metabolizmu pierwotnego (metabolity pierwotne) i produkty metabolizmu
wtornego. Metabolity wtorne sg niskoczasteczkowymi zwigzkami, petlnigcymi u roslin
funkcje ochronne i sygnatlowe [Sadowska i in., 2014]. Sa syntetyzowane tylko w niektorych
komorkach, tkankach czy organach. Gromadzg si¢ przede wszystkim w wakuolach,
przestrzeniach miedzykomérkowych i na powierzchni tkanek [Kaczkowski, 1993].
Podzieli¢ je mozna na trzy podstawowe grupy: terpenoidy, niebiatkowe zwiazki azotowe
oraz zwiazki fenolowe. Do tej ostatniej grupy nalezg flawonoidy, powszechnie wystepujace
w roslinach [Jasinski i in., 2009]. Ze wzgledu na swoje szerokie dziatanie farmakologiczne
okreslane sg jako witamina P [Czeczot, 2000]. Zarowno badania in vitro jak i in vivo
potwierdzaja ich dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe,
przeciwmiazdzycowe, detoksykujace i inne [Czeczot, 2000; Martinez-Florez i in., 2002].
Dzigki swojej aktywnosci biologicznej moga mie¢ zastosowanie jako naturalne leki w terapii

wielu chordb, w tym chordb nowotworowych.
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1.1. Budowa chemiczna i podzial flawonoidow

Flawonoidy sa powszechnie wystepujacymi pochodnymi 2-fenylo-benzo-y-pironu. W
swojej strukturze zawieraja 15-atomowy szkielet weglowy oparty na uktadzie flawanu (Ce-
Cs3-Cs), ktory tworza dwa pierScienie benzenowe (A 1 B) potaczone heterocyklicznym

pierscieniem piranu lub pironu (C ) [Majewska i Czeczot, 2009] (Ryc.1).

Ryc. 1. Wzér podstawowego szkieletu weglowego flawonoidow [Bravo, 1998].

Naturalnie wystepujace zwigzki flawonoidowe maja w swojej strukturze 3 grupy
hydroksylowe: dwie w pierScieniu A w pozycji 5 1 7 oraz jedng w pozycji 3 pier§cienia B.
Zwiazki te moga rozni¢ si¢ obecno$cig podstawnikow, ktore powstaja w wyniku
hydroksylacji, metylacji, acetylacji i glikozydacji w réznych pozycjach pierscieni [Heim i
in, 2002]. Obecno$¢ oraz rézne potozenie podstawnikow w pierscieniach wptywa na
odmienne wlasciwos$ci chemiczne 1 fizyczne tych zwigzkow, co przeklada si¢ na
indywidualny metabolizm danego zwigzku oraz jego aktywnos$¢. | tak, antyoksydacyjne
dziatanie flawonoidéw zwigzane jest z liczbg i potozeniem grup hydroksylowych. Im
wigksza ilo$¢ tych grup w czasteczce zwigzku tym silniejsze jego dziatanie

przeciwutleniajace [Rice-Evans i in., 1996].

Flawonoidy w roslinach moga wystepowaé w formie wolnej czyli aglikonow lub w
postaci glikozydéw czyli w potaczeniu z cukrami. Czasteczki cukrowe sg przytgczane
najczesciej w pozycji C-3, rzadziej w C-4’,C-3°, C-5 czy C-7. W formie glikozydow
najczesciej wystepuja flawony oraz flawonole. Dotaczenie czasteczek weglowodanow do
aglikonu flawonoidow zwigksza ich polarnosc¢ i rozpuszczalnosé, co istotnie wptywa na ich
magazynowanie w wakuolach. Najczesciej przylaczanymi cukrami s3: glukoza, galaktoza,
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ramnoza czy ksyloza. Rzadziej wystepujacymi podstawnikami glikozydowymi sg mannoza,
fruktoza, kwas glukuronowy i kwas galakturonowy [Majewska i Czeczot, 2009]. Ponadto
flawonoidy mogg tworzy¢ pomiedzy sobg polgczenia w postaci biflawonoidow lub

wystepowac jako oligo- i polimery (taniny) [Heim i in., 2002].

Zwiazki flawonoidowe sg klasyfikowane na podstawie r6znic w budowie. Podziat
wedlug Migdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC, ang. International
Union of Pure and Applied Chemistry) opiera si¢ na réznicach w pozycji przytaczenia
pier§cienia aromatycznego (pier§cien B) do czasteczki benzopiranu i wyr6znia trzy klasy

(Ryc.2.):

o flawonoidy (pochodne 2-fenylobenzopiranu), w ktorych pierscien B przylaczony jest
W pozycji 2

e izoflawonoidy (pochodne3-fenylobenzopiranu), w ktorych pier§cien B przytaczony
jest w pozycji 3

e neoflawonoidy (pochodne3-fenylobenzopiranu), w ktorych pierscien B przytaczony

jest w pozycji 4 [Moss i in., 1995].

Flawonoidy Izoflawonoidy Neoflawonoidy

Ryc. 2. Glowne klasy zwigzkow flawonoidowych wg IUPAC [Grotewold i in., 2006].

Klasy te sg biogenetycznie 1 strukturalnie powigzane a ich wspdlnym prekursorem jest
chalkon. Na podstawie stopnia utlenienia oraz nasycenia pier§cienia C, w obrebie klasy
flawonoidow mozemy wyrdzni¢ nastgpujace podklasy: flawony, flawonole, flawanony,
flawon-3-ole lub katechiny i1 antocyjanidyny. Zwiazki w obrebie podklas réznig si¢ przede
wszystkim obecno$cig roznych podstawnikow w pierscieniach A i B [Grotewold i in., 2006].

Do zwigzkéw flawonoidowych zalicza si¢ tez zwigzki, ktore swa budowa odbiegaja od
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pierwotnej struktury charakterystycznej dla tej grupy. Do nich naleza chalkony, ktére maja
otwarty pierscien C, jak rowniez aurony i auronole, ktérych budowa oparta jest na uktadzie
benzofuranu [Syam i in., 2012; Detsi i in., 2009]. Wzory poszczegdlnych klas i podklas

flawonoidow zostaty przedstawione na rycinie 3.
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Ryc. 3. Najwazniejsze klasy i podklasy flawonoidéw [Golonko i in., 2015 w modyfikacji wtasnej]

1.2. Wystepowanie

Flawonoidy sg zwigzkami powszechnie wystepujacymi w roslinach. Charakteryzuje
je duza réznorodnos¢. Stanowig trzecig, co do wielkosci, grupge zwiazkow naturalnych po
alkaloidach (12 000) i terpenoidach (30 000). Obecnie zidentyfikowano okoto 10 000
struktur flawonoidowych réznigcych si¢ budowa i wykazujacych rézne aktywnosci
biologiczne [Malolepsza i Urbanek, 2000]. Dystrybucja flawonoidow w ro$linach zalezy od
kilku czynnikow, m.in. od zmiennos$ci i1 stopnia ekspozycji na $wiatlo. Ich naturalnym
zrddlem sa ro$liny zarodnikowe, naczyniowe jak rdwniez mszaki i glony. Szczegdlnie
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bogate we flawonoidy sg rosliny z rodziny Apiaceae, Asteraceae, Betulaceae, Brassicaceae,
Ericaceae, Fabaceae, Hypericeae, Lamiaceae, Polygonaceae, Primulaceae,
Ranunculaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae [Matolepsza i Urbanek,
2000]. Zwiazki te obecne sg we wszystkich cze$ciach roslin, najwiecej jest ich w lisciach i
kwiatostanach, nieco mniej w owocach, korze, drewnie, korzeniach czy nasionach.
Gromadzg si¢ glownie w tkankach zdolnych do fotosyntezy, np. w migkiszu palisadowym i
gabczastym czy epidermie [Agati i in., 2013]. W komorkach ro$lin czgsto wystepujg w
postaci glikozydow rozpuszczonych w soku wakuolarnym. Niektore z nich ulegaja
krystalizacji w komodrkach epidermy np. hesperydyna w owocach pomaranczy czy pochodne

akacetyny we wtoskach okrywajacych dziewanny [Matolepsza i Urbanek, 2000].

Gtownym zZroédtem flawonoidéw sa przede wszystkim owoce oraz warzywa.
Szczegolnie bogate w zwigzki polifenolowe, w tym flawonoidy sg takie owoce jak: czarny
bez, aronia, czarna porzeczka, borowka amerykanska, jagoda, jezyna, jabtka oraz wisnia.
Wsrod warzyw, najwyzsza ilo$¢ flawonoidow zawieraja: straki fasoli, czarna oliwka,
czerwona cebula, szpinak i szalotka [Rodriguez-Garcia i in., 2019]. Ponadto, wystepuja w
zbozach (jeczmien, gryka czy pszenica), nasionach (gltéwnie ro$lin stragczkowych) i
przyprawach [Rienks i in., 2017; Steadman i in., 2001]. Mozna je znalez¢ réwniez w sokach
owocowych, zwlaszcza w soku jabtkowym, soku pomaranczowym, soku grejpfrutowym 1
soku z cytryny [Guo i in., 2013]. Ich obecno$¢ stwierdzono réwniez w czerwonym winie,
czarnej herbacie oraz zielonej herbacie [Kokhar i Magnusdottir, 2002; Jandera i in., 2005].
Bogatym zrédtem flawonoidéw sa kakao oraz jego produkty, takie jak ciemna i mleczna
czekolada [Tomas-Barberan i in., 2007; Miller i in., 2006]. Wystepowanie gtownych podklas

flawonoidow w diecie przedstawia tabela 1.
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Tab. 1. Wystepowanie poszczegolnych podklas flawonoidow w diecie [Karak, 2009]

Podklasa zwigzkow

flawonoidowych

Przyklad zwigzku

Wystepowanie w diecie

Flawonole

kwercetyna, kemferol,

moryna, mirycetyna

cebula, brokuty, jarmuz,
jabtka, wino z winogron,

wisnie

Flawony

apigenina, luteolina

pietruszka, seler, tymianek,

czerwony pieprz

Flawanony

hespertyna, hesperdyna,

naryngenina

owoce cytrusowe:

pomarancze, grejpfruty,

cytryny

Izoflawony

genisteina, daidzeina

rosliny straczkowe (soja 1

jej produkty)

Flawon-3-ole

katechina, epikatechina,

epigalokatechina

zielona herbata, jabtka,

czerwone wino, czekolada

Antocyjany

cyjanidyna, pelargonidyna

jagody, jezyny, wisnie,

truskawki, czarne porzeczki

Spozycie tych zwigzkow zalezy od nawykow zywieniowych oraz ich zawartosci w

produktach spozywczych. Ponadto, na ilo$¢ przyjmowanych flawonoidéw wptywaja takie

czynniki jak: potozenie geograficzne, praktyki rolnicze, stres klimatyczny oraz czynniki

kulturowe [Nielsen i in., 2003]. Na podstawie danych literaturowych stwierdzono, ze

dzienna ilo$¢ flawonoidow dostarczanych w diecie w spoleczenstwach zachodnich wynosi

50-800 mg, natomiast w spoteczenstwach wschodnich moze wynosic¢ do 2 g [Wiczkowski i

Piskuta, 2004; Hollman i Katan, 1999].
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1.3. Rola flawonoidow w roslinach

Flawonoidy dziatajac jako czasteczki sygnatowe i ochronne odgrywaja kluczowa role
w rozwoju i wzroscie roslin. Nadajg roslinom rézne barwy dzigki czemu wabig zwierzata do
zapylenia i rozsiewania nasion. Flawonole, flawony, chalkony i aurony odpowiadajg za zotte
zabarwienie, natomiast antocyjany warunkuja ubarwienie czerwone, niebieskie i fioletowe.
Oprocz tego determinujg zapach, jak réwniez smak owocoéw i kwiatdw, dzigki czemu rosliny
s§ rozpoznawane przez zwierzgta przenoszace pylek czy nasiona [Jasinski i in., 2009].
Katechiny i procyjanidyny warunkuja cierpki smak jabtek oraz herbaty. Z kolei naryngenina
i florydzyna odpowiadaja za gorzki smak grejpfrutow [Mitek i Gasik, 2009].

Zwiazki te chronig ro$liny przed niekorzystnymi warunkami $rodowiskowymi.
Warunkuja ich odporno$¢ na susze¢ oraz pomagaja w aklimatyzacji do réoznych warunkow
temperaturowych. Wykazano, ze poziom tych zwigzkow wzrasta w odpowiedzi na roézne
czynniki, m.in. silnie nastonecznienie, promieniowanie UV, niska/wysoka temperature,
metale ciezkie czy suszg¢ [Mierziak i in., 2014]. Flawonoidy lokalizujac si¢ w komoérkach
epidermy i hipodermy lisci i todyg oraz w merystemach wierzchotkowych dziatajg jako filtry
promieniowania UV pelnigc istotng role w ochronie tkanek roslinnych przed uszkodzeniem.
Takie whasciwosci wynikaja z obecnosci w ich czgsteczce uktadow chromoforowych czyli
pierscienia aromatycznego 1 sprzezonych wigzan podwdjnych. Ponadto, zdolnos$¢ zwiazkow
flawonoidowych do absorpcji promieniowania UV zwigzana jest z liczbg grup

hydroksylowych w ich czasteczce [Li i in., 1993; Ryan i in., 2002; Warren i in., 2002].

Zwiazki flawonoidowe pelnia rolge regulatorow wzrostu. Modyfikuja dziatanie
enzymoOw biorgcych udzial w szlakach sygnatowych, prekursoréw oraz inhibitorow
enzymatycznych. Reguluja poziom kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w komorkach.
Mono- i dihydroksylowe formy flawonoidow sa inhibitorami transportu IAA przez btony
komorkowe. Niektore z nich, takie jak kwercetyna, apigenina czy kemferol wptywaja na

transport auksyn [Jacobs i Rubery, 1988; Matolepsza i Urbanek, 2000].

Flawonoidy odgrywaja istotng role w oddziatywaniu ro$lin ze $rodowiskiem
zewngtrznym. Pelnig funkcje repelentéw, odstraszajac owady oraz ro$linozercow. Takie
wlasciwosci wykazuja taniny wystepujace w lisciach roslin drzewiastych [Golonko i in.,
2015]. Niektore flawonoidy moga dziata¢ odstraszajgco na nicienie glebowe, ktore zywig

si¢ roslinami. Kemferol, kwercetyna i mirycetyna (flawonole) odstraszajg Radopholus
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similis i Meloidogyne incognita, podczas gdy genisteina i daidzeina (izoflawony) chronig
przed atakiem Radopholus similis [Wuyts i in., 2006]. Ponadto, dzialaja jako fitoaleksyny
czyli substancje obronne powstajace na skutek kontaktu rosliny z czynnikiem patogennym.
Zwiazki flawonoidowe sg toksyczne wobec patogennych grzybow i bakterii dzigki czemu
chronig rosliny przed r6znymi infekcjami [Jasinski i in., 2009]. Dziatanie przeciwgrzybiczne
flawonoidow, szczegodlnie izoflawonoidow opiera si¢ na hamowaniu rozwoju spor, wzrostu
grzybni oraz uszkadzaniu struktury btony komorkowej grzyba [Beckman i in., 2000]. Z kolei
ich dziatanie przeciwbakteryjne jest zwigzane z inaktywacja biatek transportujgcych otoczki
komorkowej oraz biatek odpowiadajacych za adhezj¢ [Plaper i in., 2003; Naoumkina i in.,
2010]. Flawonoidy rozpuszczalne w tluszczach zmieniajg ptynnos¢ bton bakterii. Ponadto,
sg inhibitorami syntezy ich DNA i RNA [Mishra i in., 2009; Haraguchi i in., 1998; Wu i in.,
2013]. Zwiazki te, dzigki zdolnosci do hamowania wirusowych polimeraz oraz wigzania si¢
z kwasami nukleinowymi lub biatkami kapsydu wirusa, wykazuja réwniez aktywno$¢

przeciwwirusowg [Selway, 1986].

Flawonoidy dziataja jako czasteczki sygnatowe na wezesnym etapie symbiozy roslin
straczkowych i bakterii Rhizobium. Niskie st¢zenie azotu stymuluje rosliny do syntezy
flawonoidow, ktore z kolei dziatajg jako atraktanty na bakterie azotowe. Naryngenina moze
stymulowac kolonizacj¢ korzeni pszenicy przez Azorhizobium caulinodans [Webster i in.,
1998]. Z kolei luteolina i chryzyna, wydzielane przez rosliny straczkowe, np. Medicago
sativa, dzialajg jako swoiste sygnaty dla bakterii Rhizobium do zainicjowania symbiozy
[Hartwig i in., 1990]. Zwiazki flawonoidowe wydzielane przez korzenie roslin motylkowych
indukuja transkrypcje genow nod, ktore sa odpowiedzialne za wytwarzanie i wysylanie
sygnatldéw pobudzajacych do tworzenia brodawek korzeniowych i wigzania azotu
czasteczkowego [Kneer i in., 1999; Makoi i Ndakidemi, 2012]. Niektoére z nich moga
zarowno indukowac, jak i hamowac ekspresje genow nod [Denarie i in., 1996; Cooper, 2004;
Reddy i in., 2007]. Przyktadem moze by¢ daidzeina i genisteina, ktore indukuja geny nod u
Bradyrhizobium japonicum, natomiast hamujg ich ekspresj¢ u Sinorhizobium meliloti. Tak
specyficzne dziatanie pozwala bakteriom na rozrdznienie wlasciwych gospodarzy od innych
gatunkow roslin motylkowatych [Jones i in., 2007].

Zwiazki flawonoidowe odgrywaja rowniez role w zjawisku mikoryzy czyli symbiozy
pomiedzy korzeniami roslin a specyficznymi gatunkami grzybow. Moga one mie¢ zarowno
negatywny jak i pozytywny wptyw na ten proces [Nair in., 1991]. U Trifolium repens i
Medicago truncatula stwierdzono podwyzszong zawarto$¢ flawonoidow [Ponce i in., 2004;
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Schliemann i in., 2008]. Ponadto, kwercetyna, glikozydy kwercetyny oraz kemferol
pozytywnie wplywaja na wzrost strzgpek i1 zarodnikéw grzybow wchodzacych w symbioze
z korzeniami lucerny [Tsai i Phillips, 1991].

Flawonoidy uczestniczg w zjawisku allelopatii czyli wzajemnych interakcjach migdzy
ro§linami. Wydzielane przez liscie i korzenie do $rodowiska zewngtrznego hamujg
kietkowanie nasion i rozwoj sadzonek [Matolepsza i Ubranek, 2000]. Przyktadem moga by¢

flawony wydalane przez jeczmien hamujgce kietkowanie nasion chwastow [Kong i in.,

2007].

Oprocz  funkcji ochronnych zwigkszaja dostgpno$¢ niektérych pierwiastkow
niezb¢dnych do wzrostu roslin. Gdy brakuje pokarmu sg uwalniane do gleby, gdzie wiaza
metale, np. zelazo. I tak, izoflawonoidy wydzielane przez korzenie Medicago sativa L.

zwigkszajg dostepnos¢ jondw zelaza i aniondéw fosforanowych [Mierziak i in., 2014].

1.4. Biologiczna aktywnos$¢ flawonoidow

Flawonoidy sa zwigzkami wykazujacymi szeroki zakres biologicznych dziatan.
Posiadajg one wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, immunomodulacyjne,
antymikrobiologiczne i przeciwalergiczne. Jest to zwiagzane z ich strukturg chemiczng oraz

obecnoscig licznych podstawnikéw w czasteczkach.

1.4.1. WlasciwoSci antyoksydacyjne

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) sa wysoko reaktywnymi
pochodnymi tlenu czgsteczkowego. Nalezg do nich anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik
hydroksylowy, nadtlenek wodoru oraz tlen singletowy. Zwiazki te w duzych ilosciach
prowadza do uszkodzenia komorek i w konsekwencji przyczyniajg si¢ do rozwoju wielu
chorob takich jak: miazdzyca, cukrzyca, obnizenie odpornosci czy choroby nowotworowe
[Hanasaki i in., 1994]. Aby zapobiec negatywnym skutkom dziatania ROS stosuje si¢
zwiazki o charakterze antyoksydacyjnym. Przeciwutleniacze dziataja w matych ilosciach 1
sa zdolne do zapobiegania utlenianiu zwigzkéw fatwo utleniajacych si¢ przez co chronig
organelle komérkowe przed uszkodzeniami. Do przeciwutleniaczy zaliczamy réwniez

flawonoidy. Ich dziatanie ochronne oparte jest na r6znych mechanizmach takich jak:
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1) Bezposrednie wychwytywanie wolnych rodnikéw oraz reaktywnych form tlenu
(ROS),

2) Aktywacja enzymoOw przeciwutleniajgcych,
3) Chelatowanie jonéw metali przejsciowych,

4) Ograniczenie powstawania wolnych rodnikoéw oraz reaktywnych form tlenu poprzez
hamowanie enzymow bioracych udziat w ich wytwarzaniu (oksydaza ksantynowa,

btonowa oksydaza NADPH, mieloperoksydaza),

5) Ochrona niskoczasteczkowych antyoksydantow, takich jak askorbinian czy a-
tokoferol przed utlenianiem [Prochazkova i in., 2011].

Dziatanie antyoksydacyjne tych zwigzkow w duzej mierze zalezy od budowy
chemicznej flawonoidow, szczegolnie od liczby i potozenia grup hydroksylowych. Wysoka
aktywno$¢ przeciwutleniajacg tych molekut warunkuje obecno$¢ grup orto-3,4-
dihydroksylowych w obrgbie pierscienia B (grupy katecholowe, pirogalolowe).
Ugrupowania te umozliwiaja tworzenie wigzan wodorowych wewnatrz czasteczki, co
zwigksza stabilno$¢ rodnikéw fenoksylowych. Im wigcej grup hydroksylowych w
pier§cieniu B tym silniejsze dziatanie antyoksydacyjne [Malolepsza i Urbanek, 2000].
Réwniez rozmieszczenie tych ugrupowan zwigksza te wlasciwo$ci. Najmniejsza aktywno$¢
wykazuja czasteczki posiadajace grupy hydroksylowe w pozycji meta, a najwyzsza w
pozycji orto. Nawet niewielkie zmiany w potozeniu tych ugrupowan, ich glikozylacja lub
metylacja, moga ostabia¢ ich zdolno$¢ do wychwytywania i ograniczania powstawania
wolnych rodnikow [Arora i in., 1998]. Dziatanie flawonoidow jako przeciwutleniaczy
zwigzane jest rOwniez z wystgpowaniem grup hydroksylowych w pozycji meta 5,7 lub 3,5-
didhydroksylowych w pierscieniu A. Obecnos¢ tych ugrupowan w czasteczce apigeniny 1
kemferolu umozliwia hamowanie peroksydacji lipidow [Lemanska i in., 2001]. Istotnym
czynnikiem zwigzanym z antyoksydacyjnym dzialaniem flawonoidéw jest jednoczesne
wystepowanie podwojnego wigzania pomiedzy atomami C2 i C3 oraz grup 4-keto i 3 -
hydroksylowych w pierscieniu C. Taki uktad sprzyja przemieszczaniu elektronéw [Rice-
Evans i in., 1996]. Sugeruje si¢, ze znaczny wplyw ma roéwniez przestrzenne utozenie
pierscienia B [Matolepsza i Urbanek, 2000]. Obecnos¢ grup hydroksylowych w pozycjach
C3 1 C3° zwigksza zdolno$¢ do hamowania peroksydacji lipidéw jak rowniez utatwia

wychwytywanie anionorodnika ponadtlenkowego. Z kolei wystepowanie reszt cukrowych
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w czasteczce flawonoidéw zmniejsza ich aktywno$¢ antyoksydacyjna, dlatego aglikony sa

lepszymi przeciwutleniaczami niz glikozydy [Rice-Evans i in, 1996].

Zwiazki flawonoidowe moga rowniez dziata¢ bezposrednio poprzez wychwytywanie
wolnych rodnikow, takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (O2™), rodnik hydroksylowy
(OH") czy tlenek azotu. Wynikiem tych reakcji jest tworzenie mniej reaktywnych rodnikow
flawonoidowych, ktore majg zdolno$¢ do stabilizowania 1 przekazywania niesparowanych

elektronow [Matolepsza i Urbanek, 2000; Pietta, 2000; Duthie i in., 2003].

Flawonoidy majg zdolno$¢ do indukcji enzyméw detoksykujacych fazy II takich jak:
oksydoreduktaza chinonowa NAD(P), transferaza glutationowa czy transferaza UDP-
glukuronozylowa), ktore chronia przed elektrofilowymi substancjami toksycznymi i stresem
oksydacyjnym. Zwigkszaja aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza

ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa oraz katalaza [Middleton i in., 2000].

Flawonoidy moga takze chelatowaé jony metali przejSciowych, przede wszystkim
miedzi czy zelaza, ktore sg katalizatorami reakcji prowadzacych do powstawania rodnika
hydroksylowego. Takie wlasciwos$ci sg zwigzane z obecno$cig ugrupowan: 3°4’-dihydroksy
w pierscieniu B, 4-keto, 3-hydroksy oraz 4-keto, 5-hydroksy w pierscieniu C czasteczki
flawonoidu. Za tworzenie kompleksow z jonami miedzi (Cu®") odpowiada grupa
katecholowa w pierscieniu B [Arct i Pytkowska, 2008]. Flawonoidem wykazujacym
zdolnos¢ do chelatowania metali jest kwercetyna. Wiaze i stabilizuje jony zelaza [Ferrali i
in., 1997. Ponadto, kwercetyna jak i moryna, tworza kompleksy z kadmem (Cd II) [Kopacz
i Kuzniar, 2003; Chlebda i in., 2010]. Flawonoidy dzigki zdolnosci do wigzania metali
przejSciowych, opdzniaja procesy starzenia, zmniejsza stan zapalny oraz utrzymuja

prawidtowe cisnienie krwi [Arct i Pytkowska, 2008].

Jednymi z gléwnych niskoczasteczkowych przeciwutleniaczy sg askorbinian obecny w
cytozolu oraz a-tokoferol w blonie komorkowej 1 ludzkich lipoproteinach o niskiej gestosci
(LDL). Liczne badania in vitro potwierdzaja, ze flawonoidy, poprzez chelatowanie metali
przej$ciowych, istotnie zapobiegaja utlenianiu askorbinianu. Jest to zwigzane z obecno$cia
grup hydroksylowych przy atomach wegla w pozycjach 3’ 14’ pierScienia B oraz ugrupowan
3-hydroksy-4-karbonylowych [Ostrowska i Skrzydlewska, 2005].Ponadto kwercetyna i
mirycetyna dziataja ochronnie na a-tokoferol [Zhu i in., 2000]. Podobne dziatanie wykazuja

wyciagi z zielonej herbaty zawierajace epigalokateching, galusan epigalokatechiny,

30



epikateching oraz galusan epikatechiny, ktore stopniowo regenerujg a-tokoferol w ludzkich
lipoproteinach LDL [Zhu i in., 1999].

Innym mechanizmem antyoksydacyjnego dziatania flawonoidow jest obnizenie
aktywno$ci enzymow uczestniczacych w enzymatycznej peroksydacji fosfolipidow, takich

jak fosfolipaza A2, lipooksygenaza czy cyklooksygeneza [Middleton i in., 2000].

Niektore flawonoidy moga wykazywac dziatanie prooksydacyjne. Takie wlasciwosci
maja gltownie zwigzki, ktére w swojej strukturze posiadaja 3 grupy hydroksylowe w
pierscieniu B lub ugrupowanie katecholowe [Cao i in., 1997]. W zalezno$ci od dawki
zwigzku, typu komorki oraz warunkéw prowadzenia hodowli flawonoidy w komorkach

mogg dziata¢ jako przeciwutleniacze lub utleniacze [Matsuo i in, 2005].

1.4.2. WlaSciwoSci przeciwzapalne i przeciwalergiczne

Przeciwzapalne dziatanie flawonoidéw zwigzane jest z hamowaniem enzymow
regulatorowych oraz czynnikow transkrypcyjnych odgrywajacych kluczowg rolg¢ w kontroli
mediatoréw stanu zapalnego. Zwiazki te sg inhibitorami enzymow o dziataniu prozapalnym,
takich jak syntaza NO (iNOS), cyklooksygenaza-2 (COX-2) i lipooksygenaza (LOX)
[Majewska i Czeczot, 2009]. Apigenina oraz kwercetyna zmniejszaja poziom ekspresji
COX-2 w komorkach indukowanych LPS natomiast luteolina obniza zaréwno poziom COX-
2 jak i iNOS. Niektore flawonoidy takie jak mirycetyna, kempferol, kwercetyna i moryna
hamuja aktywno$¢ lipooksygenazy [Yao i in., 2004]. Celem dziatania zwigzkow
flawonoidowych jest rowniez czynnik jadrowy kappa B (NF-xf), ktory reguluje ekspresje
genow dla chemokin i cytokin prozapalnych oraz biatek ostrej fazy. Ponadto, flawonoidy
wplywaja na komorki uktadu immunologicznego, przez co zmniejszaja syntez¢ cytokin
bioracych udzial w reakcjach zapalnych takich jak czynnik martwicy nowotworu (TNF-a),
czy interleukiny 6 (IL-6) i 8 (IL-8). Katechina i kwercetyna dziatajac synergistycznie hamuja
aktywnos¢ czynnika TNF-a i IL-1p. Z kolei genisteina zmniejsza poziom TNF-a, IL-6 i IL-
1B w mysich makrofagach RAW indukowanych LPS-em [Noreen i in., 1998]. Zwiazki
flawonoidowe wykazuja rowniez aktywno$¢ przeciwalergiczng. Kwercetyna i luteolina
hamuja uwalnianie z mastocytow histaminy - mediatora odczynu alergicznego [Kimata i in.,
2000]. Z kolei baikaleina blokuje wydzielanie eotaksyny, ktora powoduje naptyw eozynofilii

w kierunku ogniska reakcji alergicznej i zaostrzenie odpowiedzi zapalnej [Nakajima i in.,
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2001]. Dobrym przyktadem przeciwalergicznego dziatania flawonoidéw jest hispidulina,
wyizolowana z Clerodendrum petasites — rosliny stosowanej w leczeniu astmy. Zwigzek ten

rozluznia migsnie gladkie tchawicy [Hazekamp i in., 2001].

1.4.3. Wlasciwosci antybakteryjne

Jednym z gléwnych globalnych problemow jest odpornos$¢ na antybiotykoterapi¢
dlatego istnieje potrzeba opracowywania nowych s$rodkéw terapeutycznych [Cushnie i
Lamb, 2011]. Bezposrednia aktywnos$¢ antybakteryjna flawonoidow jest zwigzana z trzema
gléwnymi mechanizmami dziatania. Po pierwsze zwigzki te uszkadzaja btlony
cytoplazmatyczne (poprzez perforacj¢ lub zmniejszenie ptynnosci). Przyktadem moze byé
galangina powodujgca znaczng utratg potasu w komorkach Staphylococcus aureus, co
wskazuje na bezposrednie uszkodzenie blony komorkowej. Kolejnym mechanizmem jest
zahamowaniem syntezy kwasow nukleinowych (w wyniku inhibicji topoizomerazy)
[Cushnie i Lamb, 2005]. Wykazano, ze genisteina hamuje syntez¢ zar6wno DNA jak i RNA
w komorkach Vibrio harveyi [Ulanowska i in., 2006]. Ponadto, flawonoidy mogg hamowac
metabolizm bakterii. Waznym aspektem dziatania przeciwbakteryjnego jest rowniez ich
wplyw na biofilmy bakteryjne, ktére wytwarzane przez bakterie chorobotworcze odgrywaja
istotng rolg¢ w patogenezie bakterii oraz opornosci na antybiotyki [Winter i in, 1989; Li i in,
2012]. Wykazano, ze flawonoidy hamujg tworzenia biofilmu przez bakterie takie jak
Streptococcus mutans, Aeromonas shydrophila i Escherichia coli [Lee i in, 2011]. Ponadto,
naryngenina, kampferol i kwercetyna ograniczaja tworzenie si¢ biofilmu E.coli. Kolejnym
mechanizmem jest tworzenie kompleksow z elementami $ciany komérkowej bakterii, co w
konsekwencji hamuje dalsza adhezje bakterii i ich wzrost. Kwercetyna i resweratrol w
komorkach ludzkiej linii biataczki (U937) oraz monocytach zainfekowanych przez
Salmonella typhimurium hamuja namnazanie si¢ bakterii oraz chronig je przez toksycznymi

skutkami infekcji bakteryjnej [Paolillo i in., 2011].

1.4.4. Wlasciwosci przeciwwirusowe flawonoidow

Flawonoidy zmniejszaja zdolno$ci zakazne wielu wirusow ludzkich i zwierzgcych, w

tym adenowirusow, HSV, HIV, wirusa zespolu rozrodczo-oddechowego $win,
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retrowiruséw, wirusa opryszczki, wirusa grypy, wirusa dengi, wirusa polio oraz
rotawirusow. Takie dzialanie wykazuja kwercetyna, apigenina, luteolina, epikatechina,
epigalokatechina, rutyna, moryna czy kemferol. Stwierdzono, ze flawonole majg silniejsze
dziatanie wobec wirusa opryszczki pospolitej typu 1 i wirusa HIV niz flawony. Wiasciwosci
przeciwwirusowe tych zwiazkow zwigzane sg z ich dziatanie na wirusa, jak i komorki
gospodarza. Flawonoidy modulujg przytaczanie si¢ wirusa do powierzchni komorki,
wprowadzanie materialu genetycznego do komorek gospodarza, replikacje, translacje biatek
wirusa, tworzenie kompleksow glikoproteinowych otoczki biatkowej wirusa i uwolnienie
wirusa. Dziatajg rowniez na sygnalizacje komorkowa gospodarza, w tym na indukcje
czynnikow bioracych udzial w transkrypcji genow oraz wydzielanie cytokin [Cushnie i
Lamb, 2011]. Wigkszo$¢ bioflawonoidow wplywa na replikacj¢ wirusa oraz hamuje
tworzenie wirusowego DNA lub RNA. Baikalina jest inhibitorem replikacji wirusa
natomiast apigenina i chryzyna hamuja transkrypcje¢ wirusows. Kwercetyna dziata hamujaco
na wirusy RSV, wirus opryszczki (HSV-1) oraz wirus polio [Kaul i in., 1985]. Katechiny,
taki jak EGCG oraz ECG s3 inhibitorami replikacji roznych podtypow wirusa grypy takich
jak A/HIN1, A/H3N2 i B [Song i in., 2005]. Z kolei apigenina i luteolina wyizolowane z
Elsholtzia rugulosa Hemsl., tradycyjnej chinskiej rosliny leczniczej, hamujg aktywnos$¢
neuraminidazy wirusa grypy (H3N2) [Liu i in., 2008]. Ponadto, baikalina i genisteina moga
blokowa¢ ludzki wirus cytomegalii, na rdéznych etapach zakazenia. Baikalina hamuje
wnikanie wirusa do komorki gospodarza, natomiast genisteina produkcje wczesnych biatek
wirusa [Li i in., 2016]. Ponadto genisteina jest inhibitorem rozwoju wielu innych wirusow
takich jak adenowirusy, HSV-1, HSV-2, HIV, SV40 czy rotawirusy [Li i in., 2000; Yura i
in., 1993; Lyu i in., 2005; Dangoria i in., 1996; Andreas i in., 2009]. Flawonoidy moga
znalez¢ zastosowanie w terapii AIDS. Jest to zwigzane z ich zdolno$cia do hamowania
aktywno$ci odwrotnej transkryptazy. Inhibitorami tego enzymu s3a m.in. epikatechina,

baikalina, kwercetyna i mirycetyna [Malinska i Kiersztan, 2004].

1.4.5. Wlasciwosci przeciwgrzybicze flawonoidow

Flawonoidy sa inhibitorami kietkowania patogennych zarodnikéw na roslinach oraz
maja zdolnos¢ do zwalczania infekcji grzybiczych u ludzi. Liczne badania potwierdzajg ich
dziatanie przeciwgrzybicze wobec Candida spp., Aspergillus spp., Geotrichum spp.,
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Cladosporium spp., Penicillium spp., Deuterophoma spp., Trichophyton spp., Dermatophyte
spp. i Fusarium spp [Al Aboody i Mickymaray, 2020]. Zwiazki te hamuja rozwdj grzybow
za pomocg roznych mechanizmow takich jak: rozrywanie blony komodrkowe;,
dysfunkcjonowanie mitochondriéw grzyba, hamowanie syntezy $ciany komoérkowej
(poprzez inhibicj¢ syntezy -glukanow i chityny), hamowanie podzialdéw komorkowych czy
syntezy RNA 1 biatek [Al Aboddy i Mickymaray, 2020]. Dziatanie przeciwgrzybicze tych
zwigzkow zwigzane jest takze z tworzeniem komplekséw z rozpuszczalnymi biatkami
obecnymi w S$cianie komoérkowej grzyba. Glabradyna, izoflawan wyizolowany z
Glycyrrhiza glabra hamuje rozwo6j Candida albicans, Candida tropicalis Candida
neoformans i Candida glabratas poprzez deformacj¢ Sciany komorkowej oraz zwigkszenie
przepuszczalnosci btony komorkowej [Liu i in., 2014]. Innym flawonoidem wykazujacym
dziatanie przeciwgrzybicze wobec C. albicans jest epigalokatechina, ktora blokuje rozwoj
strzepek tego grzyba oraz synteze ergosterolu [Han, 2007]. Z kolei kwercetyna i

naryngenina sg inhibitorami wzrostu C. albicans i S. cerevisiae [Li i in., 2012].

1.5. Flawonoidy w profilaktyce i terapii chorob

Ze wzgledu na szeroki zakres farmakologicznego dziatania, flawonoidy moga by¢
stosowane w profilaktyce i leczeniu stanow zapalnych oraz wielu choréb, m.in.: ukfadu
sercowo-naczyniowego czy cukrzycy. Jest to w duzej mierze zwigzane z ich aktywnoscia
antyoksydacyjng 1 przeciwzapalng. SzczegoOlnie istotne jest ich dzialanie
przeciwnowotworowe. Wykazano, ze flawonoidy dziataja cytotoksycznie w stosunku do
roznych komorek nowotworowych jednoczesnie nie wptywajac na komorki zdrowe [Sak,
2014]. Ponadto, niektére flawonoidy takie jak katechiny maja wlasciwosci
neuroprotekcyjne 1 moga zmniejszaé wystgpowanie choroby Parkinsona, choroby
Alzheimera czy demencji [Horakova, 2011]. Z kolei izoflawony tagodza objawy menopauzy

1 zapobiegaja osteoporozie [Olszewska, 2003].

1.5.1. Wlasciwosci przeciwnowotworowe

Liczne badania epidemiologiczne jak i kliniczne potwierdzajg wplyw flawonoidow w
zapobieganiu 1 leczeniu choréb nowotworowych. Zwigzki te hamujg powstawanie
nowotworow jak réwniez wptywaja na rozrost juz powstatych guzéw oraz ich przerzuty

[Malinska i Kiersztan, 2004]. W ostatnich latach intensywnie badano zastosowanie
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flawonoidow oraz ich syntetycznych pochodnych w leczeniu raka jajnika, piersi, szyjki
macicy, trzustki i prostaty [Batra i Sharma, 2013]. Niektore z nich, takie jak kwercetyna,
genisteina i flawopiridol weszty w kolejng faze badan klinicznych [Ravishankar i in., 2013].
Zwigzki te moga hamowac karcynogeneze¢ na etapie inicjacji, promocji i progresji. Jest to
zwigzane nie tylko z ich wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, ale réwniez z innym
mechanizmami takimi jak inaktywacja czynnikow rakotworczych, zatrzymanie cyklu
komorkowego, indukcja apoptozy 1 réznicowania, zahamowanie proliferacji, angiogenezy
oraz metastazy, a takze wptyw na oporno$¢ wielolekowa [Ren i in., 2003]. Na poziomie
molekularnym zwigzki te wptywaja na kinazy biatkowe (kinaza biatkowa C, kinazy
serynowo-tyrozynowe), receptory czynnika wzrostu naskorka (EGFR), receptory
ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR), receptory czynnika wzrostu srodblonka
naczyniowego (VEGFR) czy kinazy zalezne od cyklin (CDK), ktore odgrywaja istotng rolg

w rozwoju nowotworow [Singh i Agarwal, 2006].

Istotnym  mechanizmem zwigzanym z chemoprewencyjnym dzialaniem
flawonoioddéw, jestich wptyw na enzymy metabolizujace fazy I (np. cytochrom P450), ktore
odpowiadajg za$ aktywacje wielu prokarcynogendéw do reaktywnych zwiazkoéw posrednich.
Flawonoidy maja zdolnos¢ do hamowania niektorych izozymow cytochromu P450 takich
jak CYP1Al czy CYP1A2 [Marchand i in., 2000; Tsyrlov i in., 1994]. Ponadto, sg one
odpowiedzialne za aktywacj¢ enzymow fazy Il biotransformacji (transferaza glutationowa,
reduktaza chinonowa, transferaza UDP-glukuronowa), ktore biorg udzial w detoksykacji
karcynogen6éw [Ren i in., 2003].

Jedna z cech charakterystycznych nowotwordéw jest nieograniczona proliferacja.
Flawonoidy hamuja namnazanie wielu linii komorkowych ludzkich nowotworow,
jednoczesnie nie wykazujgc dziatania toksycznego w stosunku do komoérek prawidiowych.
Jest to zwigzane z blokowaniem replikacji DNA poprzez hamowanie enzymow
zaangazowanych w ten proces. Przyktadem moga by¢ acetyloglukopiranozydowe pochodne
kwercetyny i kemferolu, ktore sg inhibitorami polimerazy 11 DNA [Mizushina i in., 2003].
Z kolei luteolina hamuje aktywno$¢ topoizomerazy I [Chowdhury i in., 2002] a baikaleina,
kwercetyna, mirycetyna, EGCG oraz ECG blokuja dziatanie topoizomerazy II [Austin in.,
1992]. Innym mechanizmem odpowiedzialnym za antyproliferacyjne wlasciwosci
flawonoidow jest ich zdolno$¢ do zatrzymywania cyklu komorkowego w jego punktach
kontrolnych G1/S oraz G2/M. Zwiazki polifenolowe moga w sposéb bezposredni lub

posredni hamowaé kinazy zalezne od cyklin (CDK), ktore sa regulatorami cyklu
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komorkowego, aktywacji komorek uktadu odporno$ciowego, neoangiogenezy oraz stanu
zapalnego. Bezposrednim inhibitorem CDK jest flawopirydol, ktory blokuje miejsce
wigzania ATP [De Azevedo i in., 1996]. Wickszo$¢ flawonoidow dziata jednak w sposob
posredni, poprzez stymulacj¢ transkrypcji biatka p21 be¢dacego inhibitorem CDK-2 i CDK-
4. Niektore z nich dziataja ochronnie na biatko p53 1 w ten sposdb mogg hamowac rozwoj
niektorych nowotworéw. Ponadto, dziatanie antyproliferacyjne flawonoidow jest zwigzane
z blokowaniem niektérych enzymow biorgcych udzial w regulacji proliferacji komorek,
takich jak biatkowa kinaza tyrozynowa (PTK), biatkowa kinaza C (PKC) czy kinaza 3-
fosfatydyloinozytolu (PIP3) czy dekarboksylaza ornitynowa. Wykazano, ze apigenina i
sylimarina hamujg proces nowotworzenia u myszy poprzez inaktywacj¢ dekarboksylazy
ornitynowej [Agarwal i in., 1994; Wei i in., 1990]. Zwiazki flawonoidowe obnizajg
aktywno$¢ czynnikow transkrypceyjnych takich jak NF-«f3 1 AP-1, ktére pelnig wazng role w
procesie nowotworzenia. Oprocz tego te kompleksy biatkowe zaangazowane sg w proces

angiogenezy [Dgbinski i in., 2001].

Znaczacy wplyw na wlasciwosci przeciwnowotworowe tych zwiazkéw ma ich
zdolno$¢ do indukcji apoptozy, zaréwno szlaku wewngtrznego jak 1 zewnetrznego
[Sakagami i in., 2000; Yin i in., 1999; Wenzel i in., 2000; Kuntz i in., 1999; Iwashita i in.,
2000]. Flawonoidy moga kierowa¢ komorki rakowe na droge zaprogramowanej $mierci.
Molekularne mechanizmy takiego dziatania nie zostaly jeszcze do konca wyjasnione [Ren i
in., 2003]. Indukcja apoptozy przez flawonoidy jest najprawdopodobniej zwigzana z
hamowaniem aktywnos$ci tropoizomeraz DNA 1 i II [Wang i in., 1999; Bailly, 2000,
Sukardiman-Darwanto i in., 2000], obnizaniem ilosci reaktywnych form tlenu [Lee i in.,
2002], regulacja ekspresji biatek szoku cieplnego (HSP) [Rong i in., 2000], modulacja
szlakow sygnatowych [Yin in., 1999], uwalnianiem cytochromu c oraz aktywacja kaspazy
9 i 3, regulacja ekspresji biatek Blc-2, Bcl-X, zwigkszong ekspresja biatek Bax, Bak,
jadrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-xB) czy aktywacja endonukleaz
[Wenzel i in., 2000; Iwashita i in., 2000; Lee i in., 2002; Konig i in., 1997].

Kolejnym istotnym mechanizmem jest hamowanie angiogenezy czyli powstawania
nowych naczyn krwiono$nych. Wszelkie zaburzenia tego procesu moga powodowac
niekontrolowany wzrost i przerzuty [Fan i in., 1995]. Flawonoidy jako inhibitory
angiogenezy niszczg podstawowsg struktur¢ naczyn krwiono$nych guza, jak roéwniez
zaktocajg rozne etapy tego procesu takie jak proliferacja i migracja komoérek srodblonka czy

formowanie $wiatta naczynia. W wyniku takiego dziatania substancje odzywcze oraz tlen
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nie sg dostarczane do szybko rosngcych komorek rakowych, co prowadzi do spowolnienia

ukrwienia guza, oraz jego rozrostu [Ren i in., 2003].

Innym celem dziatania flawonoidéw sg metaloproteinazy macierzy pozakomodrkowej
(MMP). Sa to proteolityczne enzymy, ktdre pozwalaja komérkom nowotworowym na
niszczenie zewnatrzkomorkowej macierzy (ECM), penetracj¢ blony podstawnej komorek i
przemieszczanie si¢ w inne rejony. Enzymy te rowniez regulujg adhezje komorkowa, co
utatwia migracj¢ nowotworu. Flawonoidy moga zapobiega¢ przerzutom poprzez hamownie
aktywnosci niektorych metaloproteinaz [Lefort i Blay, 2013; Makrilia i in., 2009].
Przyktadowo fisetyna blokuje ekspresje MMP-1, MMP-9, MMP-7, MMP-3 i MMP-14
zwigzanych z remodelowaniem macierzy zewnatrzkomorkowej w komorkach $rodbtonka
naczyniowego pepowiny (HUVEC) i w komoérkach widkniakomigsaka HT-1080 [Park i in.,
2013].

Jednym z niekorzystnych zjawisk jakie obserwuje si¢ podczas chemioterapii jest
zjawisko opornosci wielolekowej. W przypadku wielu nowotworow dochodzi do
nadekspresji glikoproteiny P oraz biatka MRP, ktére powodujg usuwanie cytostatykow z
komorek czynigc je opornymi na chemioterapeutyki [Badowska-Kozakiewicz, 2011]. Na
podstawie wielu badan stwierdzono, ze w liniach nowotworowych opornych na dziatanie
chemioterapii, flawonoidy moga powodowa¢ wzrost st¢zenia cytostatykow. Przyktadem
moze by¢ kwercetyna zwigkszajaca stezenie doksorubicyny w komoérkach raka piersi czy
genisteina powodujgca wzrost stezenia cisplatyny [Lamson i Brignall, 1999]. Angelini i
wspolpracownicy wykazali, ze podobne dziatanie maja apigenina oraz fistyna, ktore
zwiekszajg stezenie doksorubicyny w badanych komorkach poprzez hamowanie aktywno$ci

glikoproteiny P [Angelini i in., 2010].

1.5.2. Wplyw flawonoidow na uklad krwionosny

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sg zwigzane z odktadaniem si¢ blaszek
miazdzycowych w S$cianach naczyn tetniczych, co prowadzi do zwezenia naczyn
krwiono$nych oraz wielu powaznych chordb takich jak choroba wiencowa [Florkowska i
in., 2017]. Flawonoidy wywieraja korzystny wptyw na uktad sercowo-naczyniowy,
obnizajac ryzyko umieralnosci na choroby tego uktadu. Liczne badania wykazaty odwrotng

korelacje pomiedzy spozyciem produktow zawierajacych duze ilosci tych zwiazkow a
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wystepowaniem chorob takich jak choroba wiencowa czy udar mézgu. Ochronne dziatanie
flawonoidow zwigzane jest z ich aktywnoscia antyoksydacyjng i przeciwzapalng. Zwigzki
polifenolowe dziatajac jako przeciwutleniacze hamuja peroksydacje lipidow btonowych
oraz chronig lipoproteiny o matej gestosci (LDL) przed utlenieniem. Ponadto pozytywnie
wptywaja na gospodarke lipidowa organizmu, zwickszajac poziom lipoprotein o wysokiej
gestosci (HDL) jednocze$nie zmniejszajac poziom lipoprotein o niskiej gestosci (LDL),
triacylogliceroli i1 cholesterolu catkowitego we krwi. Flawonoidy poprawiajg krazenie i
regulujg przepuszczalno$¢ naczyn dlatego sg stosowane w leczeniu chordb zakrzepowo-
zatorowych [Makowska-Was i Janeczko, 2004]. Zwiagzki te wzmacniaja, uelastyczniaja i
uszczelniajg Sciany naczyn krwionosnych poprzez hamowanie aktywnos$ci hialuronidazy.
Procyjanidyny wzmacniajg Sciany naczyn krwionos$nych jak rowniez czynnie zapobiegaja
zakrzepom 1 rozrostowi blaszki miazdzycowej w tetnicach. Ponadto, hamuja agregacje
ptytek krwi, co zmniejsza krzepliwo$¢ krwi 1 zapobiega zakrzepicy zylnej, zawalom i

udarom [Kartowicz-Bodalska i in, 2006].

Flawonoidy rozszerzaja naczynia krwiono$ne, zmniejszajac jednoczes$nie ci$nienie
krwi. Przyktadem jest kwercetyna, ktéra chroni komoérki $rédbtonka naczyn i migéni
gladkich oraz obniza ci$nienie krwi [Marunaka i in., 2017]. Dobrze poznane jest tez
dzialanie rutyny na uklad sercowo-naczyniowy. Zwigzek ten ma wlasciwosci
antyoksydacyjne, przeciwptytkowe,  przeciwzakrzepowe, wazoprotekcyjne 1
kardioprotekcyjne. Jest stosowana per se lub w postaci preparatu ztozonego w leczeniu
przewleklej niewydolnosci zylnej, wybroczynach krwawych, zylakach podudzia i obrzekach
konczyn dolnych, a takze hemoroidow [Samaszko-Fiertek i in., 2016; Ostrowska-
Skrzydlewska, 2005; Guimaraes i in., 2015; Ekiert i in., 2014]. Hesperydyna, inny flawonoid
wystepujacy w skorce owocoéw cytrusowych zmniejsza przepuszczalno$¢ naczyn
krwionos$nych, zwigksza napigcie Scian zyt oraz ogranicza agregacje trombocytow [Fardid i
in., 2016; Tarko i in., 2016]. Z kolei naryngenina, ktorej gtownym zréodtem sg pomarancze
I grejpfruty, zmniejsza niedokrwienie mig$nia sercowego oraz chroni przed

kardiotoksycznos$cia wywotang leczeniem doksorubicyng [Zhang i in., 2015].
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1.5.3. Wlasciwosci przeciwcukrzycowe

Cukrzyca jest chorobg zwigzang z uposledzeniem syntezy i wydzielania insuliny lub/i
niewrazliwos$cig komodrek docelowych na ten hormon. W rezultacie prowadzi do wysokiego
poziomu glukozy we krwi. Na podstawie badan doswiadczalnych wykazano, ze niektore
flawonoidy mogg dziata¢ przeciwcukrzycowo. Jest to zwigzane z kilkoma mechanizmami
m.in. ze stymulacjg syntezy i wydzielania insuliny, hamowaniem syntezy glukozy w
hepatocytach czy spowalnianiem wchianiania glukozy w jelicie [Malinska i Kiersztan,
2004]. Szczegolnie silnie dziatanie przeciwcukrzycowe wykazuja flawonoidy znajdujace si¢
w zielonej herbacie takie jak epikatechina czy galusan epigalokatechiny. Zaré6wno w
badaniach in vitro jak i in vivo odnotowano, ze epikatechina stymuluje synteze insuliny w
komorkach P trzustki. Inny mechanizm dziatania zaobserwowano w przypadku
epigalokatechiny. W badaniach na szczurzych komoérkach watrobowych zwigzek obnizat
synteze glukozy, jednocze$nie powodujac obnizenie aktywnosci kluczowych enzyméw
glukoneogenezy. Niektore flawonoidy, takie jak luteolina, 7-O-glukozyd luteoliny oraz
daidzeina hamuja aktywno$¢ enzymow uczestniczacych w hydrolizie weglowodanow w
przewodzie pokarmowym takich jak a-amylazy oraz a-glukozydazy, przez co spowalniaja
wchtanianie glukozy [Kim i in., 2000]. Ader i wspotpracownicy ujawnili, ze glikozydy
kwercetyny ostabiajg dziatanie wystepujacego w enterocytach transportera glukozy SGLT-
1, co zapobiega wzrostowi stezenia glukozy we krwi po positku [Ader i in., 2001]. Oprocz
opisanych mechanizmoéow flawonoidy zapobiegaja powiktaniom spowodowanym rozwojem
choroby. Na przyktad kwercetyna poprzez hamowanie aktywnos$ci reduktazy aldolowej

spowalnia utrate wzroku u 0sob chorych na cukrzyce [Malifiska i Kiersztan, 2004].

1.6. Blona biologiczna

Jednym z elementéw strukturalnych i funkcjonalnych kazdej komorki jest blona
komorkowa. Jej podstawowa funkcja jest zapewnienie integralnosci poprzez oddzielenie
komorki od $rodowiska zewngtrznego. Dodatkowo w komorkach eukariotycznych
odpowiada za ich kompartmentacj¢ co umozliwia zachodzenie jednocze$nie r6znych, czgsto
przeciwstawnych proceséw. Oprocz tego membrana spetnia wiele waznych funkcji, m.in.
uczestniczy w biernym i czynnym transporcie jonow i innych substancji oraz bierze udziat

w pobieraniu czasteczek do wnetrza komorki 1 usuwaniu zbednych produktow na zewnatrz.
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Ponadto btona komorkowa reaguje na sygnaty pochodzace z zewnatrz oraz przenosi sygnaty
do innych obszaréw komorki lub przekazuja je do innych komoérek. Bierze rowniez udziat

w oddziatywaniu komorki z podtozem lub innymi komoérkami [Kawiak, 1995].

Blony komoérkowe mimo zréznicowania strukturalnego i funkcjonalnego maja kilka
cech wspolnych. Po pierwsze sa to struktury warstwowe. Ich grubo$¢ waha si¢ w granicach
6-10 nm. Gléwnymi sktadnikami bton sg przede wszystkim lipidy oraz biatka, jak réwniez
W Mmniejszym stopniu weglowodany, ktorych zawarto$¢ nie przekracza zazwyczaj 10%.
Zwiazki te sg gltownie zwigzane kowalencyjnie z lipidami (glikolipidy) lub biatkami
(glikoproteiny). Zaréwno glikolipidy, jak i glikoproteiny odgrywaja wazna role w
rozpoznawaniu komorek. Zlokalizowane sg na zewnetrznej monowarstwie lipidowej, od

strony srodowiska zewnetrznego [Stryer, 2003].

CzasteczKi lipidow tworza w s$rodowisku wodnym dwuwarstwe lipidowa, ktora
stanowi gldwna strukture blony oraz tworzy barierg przepuszczalnosci. Za pozostate funkcje
btony odpowiadajg biatka blonowe, nadajac jej okreslone wtasciwosci. Biatka blonowe sa
wbudowane w dwuwarstwe lipidowa (bialka integralne) badZz zakotwiczone na jej
powierzchni (biatka powierzchniowe) (Ryc.4). Moga one petni¢ funkcj¢ kanatow, pomp,

receptorow czy enzymow [Stryer, 2003].
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Ryc. 4. Schematyczna budowa btony biologicznej [Monteiro, 2014].
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1.6.1. Charakterystyka lipidow blonowych

Lipidy sg zwigzkami organicznymi o zréznicowanej budowie 1 skladzie,
charakteryzujacymi si¢ stabg rozpuszczalnoscia w wodzie i dobra rozpuszczalnoscig w
substancjach organicznych takich jak chloroform czy etanol. Jest to zwigzane z obecnoscig
w ich strukturze kwaséw thuszczowych zbudowanych z dlugich, nierozgalezionych
fancuchow weglowodorowych, o parzystej liczbie atomow wegla (od 14 do 24). Lancuchy
alkilowe mogg by¢ nasycone lub nienasycone i zawiera¢ jedno lub kilka wigzan podwojnych

[Stryer, 2003].

Lipidy stanowig gtowny sktadnik blony komorkowej. Ich zawartos¢ moze roézni¢ sig
w zaleznosci od rodzaju btony, od 20 % (membrany mitochondriéw) do 80 % (ostonka
mielinowa neuronow). Ze wzgledu na amfipatyczny charakter czasteczki te w obrgbie
dwuwarstwy lipidowej uktadajg si¢ w taki sposob, ze cz¢$ci hydrofobowe (tancuchy
weglowodorowe) skierowane sg do $rodka, natomiast czgéci hydrofilowe (gtowy polarne)
na zewnatrz membrany. Skiad lipidowy blon odpowiada za ich wlasciwosci
fizykochemiczne takie jak plynnos¢, przepuszczalnosé, przemiany fazowe czy potencjat
powierzchniowy i transbtonowy. Wplywa rowniez na aktywno$¢ biatek btonowych. Lipidy
znajdujace si¢ w btonach ssakdéw nalezg do trzech gtownych klas: fosfolipidow, glikolipidow

i steroli [Berg i in., 2011, Watson, 2015].

Glowny sktadnik membran stanowig fosfolipidy. Sktadaja si¢ z rdzenia,
przytaczonych do niego kwasow thuszczowych, grupy fosforanowej oraz zwigzanego z nig
alkoholu. Kwasy tluszczowe stanowig hydrofobowa czg¢s$¢ czasteczki, natomiast pozostate
elementy odpowiadaja za jej hydrofilowy charakter i oddzialywanie z $rodowiskiem
zewnetrznym. W zaleznosci od rodzaju alkoholu stanowigcego rdzen fosfolipidu dzieli sie
je na dwie glowne klasy: glicerofosfolipidy i sfingolipidy. Przyktadami glicerofosfolipidow
sg  fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloetanolamina (PE), fosfatydyloseryna (PS),
fosfatydyloinozytol (PI) oraz fosfatydyloglicerol (PG). Sfingolipidy sg czasteczkami, w
ktorych rdzen stanowi dlugotancuchowy, nienasycony aminoalkohol - sfingozyna.
Najpowszechniejszym sfingolipidem jest sfingomielina obecna w ostonkach mielinowych
wlokien nerwowych. Fosfolipidy petnig przede wszystkim funkcje strukturalne. Uczestnicza
w tworzeniu bariery dla biernego przemieszczania si¢ jondéw oraz zapewniajg specjalne
srodowisko dla funkcjonowania bialek btonowych [Karp, 2019; Khan i in., 2013; Stryer,
2003; Watson, 2015].
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Inng grupa lipidow btonowych sa glikolipidy. Sg to molekuty zawierajace w swojej
strukturze reszte cukrowa. Glikolipidy sg asymetrycznie rozmieszczone w btonie i lokalizuja
si¢ tylko i wylgcznie po zewnatrzkomoérkowej stronie blony komorkowej [Karp, 2019;
Stryer, 2003].

Trzecig grupe zwigzkoéw budujacych blone stanowig sterole. Zwigzki te maja budowe
pierscieniowg 1 wystepuja w blonach komoérek zwierzat, roslin i mikroorganizmow.
Glownym sterolem obecnym w btonach komorek zwierzecych jest cholesterol, z kolei u
ro$lin wystepuja stigmasterol 1 B-sitosterol. Cholesterol sktada si¢ z czterech pier§cieni, do
ktorych z jednej strony przylaczona jest grupa hydroksylowa, natomiast z drugiej
dlugotancuchowy kwas ttuszczowy (Ryc.5). Zwigzek ten wplywa na organizacje 1 ptynno$¢
bton biologicznych, a takze wspdlnie z fosfolipidami odpowiada za ich wlasciwosci
fizykochemiczne. Duza zawarto$¢ cholesterolu zmniejsza ptynno$¢ btony, co powoduje

stabilizacje¢ jej struktury [Karp, 2019; Khan i in., 2013; Stryer, 2003, Watson, 2015].

cholesterol

Ryc. 5. Budowa czasteczki cholesterolu [Monteiro, 2014]

1.6.2. Bialka blonowe

Mimo, ze podstawowg strukture bton tworzy dwuwarstwa lipidowa, to jednak biatka
odpowiadajg za jej specyficzne funkcje. Wigkszos¢ tych biatek to przede wszystkim
receptory, ktore posrednicza w komunikacji komoérki ze sSrodowiskiem zewnetrznym, biatka
enzymatyczne - przenoszace sygnaly wewnatrzkomorkowe, biatka tworzace kanaty i pompy
- biorgce udziat w transporcie réznych substancji oraz biatka wigzace filamenty aktynowe.
Bez biatek blonowych dwuwarstwa lipidowa stanowilaby nieprzenikalng barierg 1 komorki
nie bylyby w stanie komunikowac si¢ miedzy soba, transportowaé sktadniki odzywczych

oraz produktow przemiany materii jak rowniez reagowac na bodzce zewngetrzne.
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W zaleznosci od rodzaju komorek oraz poszczegdlnych organelli btona komorkowa
moze zawiera¢ setki r6znych biatek. Zawarto$¢ biatek w btonie waha si¢ od 20% dla bton
mielinowych do 80% w przypadku wewngtrznej btony mitochondrialnej. Wérod biatek

btonowych mozemy wyr6zni¢ biatka powierzchniowe, integralne i biatka zakotwiczone

przez lipidy (Ryc.6) [Karp, 2019; Khan i in., 2013; Stillwell, 2013].

1.6.2.1. Bialka powierzchniowe

Sa to rozpuszczalne w wodzie globularne biatka, ktore sa przytaczone do powierzchni
btony za pomoca wigzan -elektrostatycznych lub wodorowych. Nie wnikaja w
hydrofobowych rdzen dwuwarstwy lipidowej ale moga wykazywa¢ stabe oddziatywania
hydrofobowe. Dzieli si¢ je na dwa typy: biatka, ktore sg przytaczone na powierzchni biatek
integralnych oraz biatka przytaczone do glow polarnych fosfolipidow dwuwarstwy
lipidowej. Moga by¢ fatwo usuwane z powierzchni blony przez zmienne pH lub sity jonowej
[Hianik, 2006]. Przyktadami biatek powierzchniowych sg cytochrom c (wigze si¢ z biatkami
integralnymi) oraz zasadowe biatko micliny (wiaze si¢ z fosfolipidami) [Karp, 2019;
Stillwell, 2013].

1.6.2.2. Bialka integralne

Biatka integralne stanowiag 20-30 % wszystkich bialek komorki. Sa $cisle 1 trwale
zwigzane z btong. Aby je wyizolowa¢ z membrany konieczne jest zniszczenie dwuwartswy
lipidowej poprzez uzycie rozpuszczalnikéw organicznych lub detergentow (np. Triton X-
100). Ztozone sg z czgsci hydrofilowej, ktora kontaktuje si¢ ze srodowiskiem wodnym 1
czgsci hydrofobowej zanurzonej w dwuwarstwie lipidowej. Transbtonowy fragment tych
bialek moze mie¢ konformacje a-helisy lub B-beczulki. Biatka transbtonowe moga przecinac¢
dwuwarstwe lipidowa raz i wtedy méwimy o biatkach monotopowych, lub kilka razy (biatka
politopowe). Do bialek monotopowych zaliczamy miedzy innymi aminopeptydaze i
izomaltaze. Przyktadami biatek politopowych sa rodopsyna i bakteriorodopsyna [Hianik,
2006; Karp, 2019; Stillwell, 2013].

1.6.2.3. Bialka zakotwiczone przez lipidy

Sa to biatka utrzymujace si¢ na powierzchni btony za pomocg lipidowych elementow
zakotwiczonych w blonie komodrkowej. Elementy kotwiczace zostaja przytaczone do biatek
w wyniku potranslacyjnej modyfikacji. Modyfikacje te obejmuja miedzy innymi
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kowalencyjne przytaczanie dlugotancuchowych grup acylowych, szczegolnie mirystylanu,
palmitynianu, przylaczanie cholesterolu lub C-koncowe zakotwiczenie biatek przez
glikozylofosfatydyloinozytol (GPI). Takie modyfikacje zmieniaja hydrofobowy charakter
biatek, wplywaja na ich struktur¢ oraz utatwiajg ich interakcje z btong komorkows, a zatem
mogg odgrywac istotng role w procesach sygnalizacji komorkowej, réznicowania i wzrostu,

oraz wptywac na funkcjonowanie komorek (Karp, 2019; Stillwell, 2013).

A B biatko powierzchniowe C

biatka integralne

biatka powierzchniowe Bialkis saktiiiins

przez lipid

Ryc. 6. Rodzaje biatek blonowych [Karp, 2019].

1.6.3. Asymetria blon komérkowych

Blony komoérkowe sa strukturami asymetrycznymi, zaréwno pod wzgledem
strukturalnym jak i funkcjonalnym. Obserwuje si¢ zroéznicowanie sktadu lipidowego,
biatkowego oraz weglowodanowego w poszczegolnych monowarstwach btony [Berg i in.,
2011]. Stopien asymetrii zalezny jest od rodzaju btony i typu komorki. Jedynie btony
retikulum endoplazmatycznego charakteryzuja si¢ symetrycznym rozmieszczeniem
fosfolipidow podczas gdy w pozostatych btonach (aparat Golgiego, blony plazmatyczne 1
endosomalne) zwigzki te sg roztozone niesymetrycznie [van Meer i in., 2008]. Wyrazng
asymetri¢ obserwuje si¢ w blonach erytrocytow [Devaoux i Zachowski, 1993]. Fosfolipidy
zawierajace w swojej strukturze choling czyli fosfatydylocholina oraz sfingomielina
wystepuja gldéwnie w zewngtrznej monowarstwie lipidowej btony. Z kolei te zawierajace
grupe aminow3, do ktorych nalezg fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloetanoloamina znajduja
si¢ po stronie cytozolowej dwuwarstwy. W konsekwencji wptywa to na bardziej ujemny

tadunek wewnetrznej warstwy btony [Wood i in., 2011]. Mniejsze fosfolipidy takie jak
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fosfatydyloinozytol przewazaja w warstwie wewnetrznej a glikolipidy zawierajace reszty
cukrowe zlokalizowane sg po zewnetrznej stronie btony [Devaux i Zachowski, 1993]. Jesli
chodzi o rozmieszczenie cholesterolu wyniki sg sprzeczne. Dane otrzymane przez Fischera
w 1976 wskazywaty na wyzszy poziom tego sterolu w warstwie zewnetrznej [Fisher, 1976].
Natomiast wigkszo$¢ autoréw uwaza, ze zwigzek ten wystgpuje rownomiernie w obydwu
warstwach blony [Muller i Herman, 2002]. Z kolei ostatniec badania na komoérkach
nabtonkowych pochodzacych z jajnika chomika chinskiego (CHO) z zastosowaniem metod
fluorescencyjnych sugerujg wigkszg zawarto$¢ cholesterolu (60-70 %) w warstwie

cytolozolowej dwuwarstwy lipidowej [Mondal i in., 2009].

1.6.4. Agregacja zwiazkéw amfifilowych

Lipidy ze wzglgdu na swoje wlasciwosci amfifilowe maja zdolno$¢ do spontanicznej
agregacji na granicy faz. W S$rodowisku wodnym czasteczki fosfolipidow tworza
uporzadkowane struktury (Ryc. 7), co pozwala zminimalizowaé niekorzystne interakcje
hydrofobowe pomi¢dzy czasteczkami wody a niepolarnymi tancuchami weglowodorowymi
kwasow tluszczowych. Za ten proces odpowiedzialne sa oddziatywania hydrofobowe.
Dodatkowo stabilizacja powstatych struktur wynika z oddzialywan van der Waalsa mi¢dzy
fancuchami  weglowodorowymi oraz oddziatywan przez wigzania wodorowe 1
elektrostatyczne w regionie polarnym czasteczki lipidu [Solomon i in., 2008; Stryer, 2003].
Rodzaj powstajacych struktur zalezy przede wszystkim od ksztattu molekularnego lipidu, tj.
objetosci 1 dtugosci tancucha acylowego oraz powierzchni czesci polarnej, jak rowniez od
rodzaju lipidu, temperatury czy pH $rodowiska. Czasteczki ktdrych czgéci polarne zajmuja
wigkszy obszar niz lancuchy kwasow ttuszczowych (pojedynczy tancuch), (S<1) maja
ksztatt odwroconego stozka 1 w srodowisku wodnym formujg micele. Do takich zwigzkéw
nalezg lizofosfolipidy oraz detergenty. Z kolei lipidy o ksztalcie stozka (np.
fosfatydyloetanoloamina), w ktorych region niepolarny zajmuje wigkszg objetos$¢ niz region
polarny (S>1) tworza odwrocone micelle. Natomiast forma dwuwarstwy lipidowej jest
charakterystyczna dla czasteczek, w ktérych cze$¢ hydrofobowa i hydrofilowa zajmuja
podobne obszary (S~1). Przyktadami czgsteczek tworzacych formy dwuwarstwy lipidowe;j
sg fosfatydylocholina i sfingomielina [Tresset, 2009; Vance i Vance, 2008].

45



Ksztatt
czgsteczki

'f Y
Agregat .é) Elisi iiifl;; E; ii

micela micela odwrécona dwuwarstwa

Ryc. 7. Zalezno$¢ struktury agregatow lipidowych od ksztattu czasteczki lipidu [Litwinczuk-
Mammadova i in., 2016].

1.6.5. Przemiany fazowe dwuwarstwy lipidowej

Lipidy obecne w dwuwarstwie lipidowej ulegaja przemianom fazowym wraz ze
zmianami temperatury. Syntetyczna dwuwarstwa lipidowa, utworzona z jednego rodzaju
fosfolipidu przechodzi ze stanu krystalicznego (zelu) do stanu ciektokrystalicznego, w $cisle
okres$lonej temperaturze nazywanej temperatura gldwnego przejscia fazowego (Tm). T¢
zmiang stanu okreslamy jako przejs$cie fazowe. Jest to proces kooperatywny i ma znaczacy
wpltyw na wilasciwosci dwuwarstwy lipidowej. Temperatura przejScia fazowego jest
charakterystyczna dla poszczeg6lnych rodzajow lipidow i1 zalezy od cech ich budowy.
Wydhuzenie tancuchéw weglowodorowych powoduje podwyzszenie temperatury przej$cia
fazowego. Innymi czynnikami determinujagcymi Tm s3 stopien nasycenia lancuchow
kwasow thuszczowych, stopien hydratacji dwuwarstwy, kwasowos$¢, obecno$¢ jonow,
cukréw czy cholesterolu [Litwinczuk-Mammadova i in., 2016]. Uwodniona dwuwarstwa
lipidowa uformowana z DPPC przy zmianie temperatury z 18 do 42 °C, przechodzi przez
trzy przejscia fazowe (Ryc. 8). Podczas jej ogrzewania wzrasta ruch czasteczek oraz
uwodnienia. Jest to zwigzane miedzy innymi z ostabieniem wigzan van der Waalsa 1 wigzan
elektrostatycznych [Chapman, 1975]. W nizszych temperaturach btona uformowana z DPPC
znajduje si¢ w fazie krystalicznej oznaczanej symbolem Lc (ang. lamellar crystaline phase)
[Tardieu i in., 1973]. Cechg charakterystyczng tej fazy jest uporzadkowanie oraz wydhuzone
1 usztywnione tancuchy weglowodorowe. Gltowy polarne lipidow sg ciasno ulozone co
ogranicza ich ruch i uniemozliwia wnikanie czasteczek wody w glab dwuwarstwy [Lewis i
McElhaney, 2005]. Gdy temperatura wzrasta dochodzi do przemiany z fazy krystalicznej do
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fazy zelowej (ang. lamellar gel phase, L) w wyniku spadku uporzadkowania czgsteczek
lipidowych [Koynova, 1998]. Kolejny wzrost temperatury powoduje wzrost hydratacji oraz
swobodng rotacj¢ w obrebie tancuchéw kwasow thuszczowych. Taka faze okresla si¢ jako
pofaldowang faze zelowa (ang. rippled gel phase, PB), a przemian¢ z LB do P,
przedprzejsciem [Koynova, 1998; Lewis i McElhaney, 2005]. Kiedy temperatura wzros$nie
do 41 ° C dwuwarstwa lipidowa przechodzi do fazy cieklokrystalicznej (ang. liquid-
crystalline phase, La) [Koynova, 1998]. Faza ta charakteryzuje si¢ najwyzszym stopniem
uporzadkowania, swobodg ruchu, rozluznieniem warstw oraz duzg plynnoScig [Lewis i

McElhaney, 2005].

Ryc. 8. Przej$cia fazowe dwuwarstwy lipidowe;j [Startek i in., 2019].

1.6.6. Dynamiczne wlasciwosci blon biologicznych

W warunkach fizjologicznych blony komorkowe wystepuja w  fazie
ciektokrystalicznej, co oznacza duzg swobode ruchu czgsteczek. Dynamika membran
biologicznych wynika z braku wigzan kowalencyjnych, w zwiazku z czym czasteczki
lipidow oraz biatka blonowe sa w ciagglym ruchu. Zaréwno lipidy jak i biatka moga
wykonywa¢ 3 rodzaje ruchow, a sa to dyfuzja rotacyjna, dyfuzja lateralna oraz dyfuzja
poprzeczna (ruch flip-flop). Ruch obrotowy zachodzi wokoét osi prostopadtej do ptaszczyzny
btony. W warunkach fizjologicznych zaréwno lipidy jak i biatka obracaja si¢ wokot wiasnej
osi z czestotliwoscig 108-10° s (lipidy) i 103-10° s (biatka). Wszystkie biatka, nawet te
zakotwiczone wykazuja zdolno$¢ do ruchow rotacyjnych a wptyw na ich rotacje powoduje

utrate funkcjonalnosci. Dyfuzja lateralna polega na przemieszczaniu si¢ czasteczek lipidow
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i bialek w plaszczyznie btony. Wspoélczynniki dyfuzji dla lipidow i biatek wynosza
odpowiednio 108-10° cm? s? i 10%-10™ cm? s Z kolei ruchy flip-flop polegaja na
przechodzeniu czasteczki pomiedzy warstwa wewnegtrzng a zewngetrzng btony (lub na
odwrot). Dawniej uwazano, ze zjawisko to jest niemozliwe ze wzgledu na bariere
energetyczng, jaka lipidy musiatyby pokonaé. Obecnie wiadomo, ze takie ruchy moga mie¢

miejsce. Jest to zwigzane z obecnoscia flipaz — biatek transportujacych lipidy [Goni, 2014].

1.6.7. Plynnos¢ blon biologicznych

Cechg charakterystyczng bton biologicznych jest ich ptynno$¢, ktora okreslana jest
przez zdolno$¢ czasteczek tworzacych membrany do wykonywania réznego rodzaju
ruchow, m.in. oscylacyjnych, rotacyjnych i translacyjnych [Przestalski, 1989]. Zalezy ona
zarbwno od czynnikéw zewngtrznych takich jak temperatura, ci$nienie, pH, jak i
wewnetrznych. Do czynnikéw wewnetrznych mozna zaliczy¢ m.in. sktad lipidowy blony,
dynamike lipidow oraz wlasciwos$ci tancuchow acylowych kwasow thuszczowych [Kubica i

in., 2003].

Wzrost temperatury powoduje zwigkszenie ruchliwosci lipidéw 1 rozluznienie
struktury blony co prowadzi do jej uptynnienia. Z kolei jej obniZenie wigze si¢ z
ograniczeniem ruchow poszczegolnych sktadnikéw membran i ich usztywnieniem. Rownie
istotnym parametrem jest ci$nienie. Gdy ciSnienie wzrasta zmniejsza si¢ przestrzen, ktora
zajmujg czasteczki lipidow, co skutkuje wiekszym uporzadkowaniem *lancuchow
weglowodorowych i zmniejszeniem ptynnosci [Zalba i Hagen, 2017]. Kolejnym czynnikiem
wplywajacym na ptynnos$¢ btony jest pH. Zmiany tego parametru moga zmienia¢ tadunek
gloéw polarnych fosfolipidow, co wplywa na ich wzajemne oddziatywania. W zaleznosci od
sktadu membran, wzrost pH moze powodowac¢ zwigkszenie lub zmniejszenie ich ptynnosci.
Innym czynnikiem decydujagcym o stopniu uporzadkowania blony sg jony Ca?". Jony te
oddzialujac z ujemnie natadowanymi glowami fosfolipidow znosza ich wzajemne
odpychanie. Prowadzi to do $cislejszego upakowania sktadnikow btony 1 jej usztywnienia

[de la Serna i in., 2016; Kubica i in., 2003, Les$niak i Porembska, 1993].

Czynnikiem wewngtrznym modulujacym ptynno$¢ btony sa wiasciwosci tancuchow
kwasow tluszczowych. Istotny wpltyw ma stopien ich nasycenia. Obecnos¢ nasyconych

kwasow thuszczowych sprzyja upakowaniu czgsteczek lipidow 1 zmniejsza jej ptynnosc¢. Jest
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to zwigzane z tym, ze takie tancuchy sa wyprostowane, co umozliwia oddziatywania mi¢dzy
soba za pomocg wigzan van der Waalsa. Z kolei wystepowanie jednego lub kilku wigzan
podwojnych w konfiguracji cis powoduje zgiecie tancuchow weglowodorowych (Ryc. 9),
co prowadzi do zmniejszenia stopnia upakowania czgsteczek fosfolipidow w blonie, a zatem
do zwigkszenia ptynnosci. Ptynnos$¢ blon zalezy rowniez od dtugosci kwaséw thuszczowych.
Dtugie tancuchy weglowodorowe oddziatujg ze sobg silniej niz kroétkie, co zmniejsza zakres

ruchow segmentalnych i wptywa na usztywnienie btony [Stryer, 2003].

nienasycony kwas _gf
tluszczowy

nasycony kwas
thuszczowy

Ryc. 9. Wplyw wigzan podwdjnych na utozenie fancuchéw kwasow ttuszczowych [Monteiro, 2014].

W komorkach zwierzgcych istotnym czynnikiem jest zawarto$¢ cholesterolu. Gdy
btona znajduje si¢ w fazie ciektokrystalicznej sztywna, pierScieniowata struktura czasteczki
tego zwigzku ogranicza ruchy fosfolipidow, co zmniejsza ptynno$¢ bton i stabilizuje ich
strukturge. Z kolei obecno$¢ cholesterolu w dwuwarstwie lipidowe] w fazie zZelowej
wywoluje odwrotny efekt: powoduje uptynnienie btony. Innym lipidem modulujagcym
ptynno$¢ membran jest sfingomielina. Czasteczka tego zwiazku zawiera grupy aminowg 1
hydroksylowa, ktore umozliwiaja tworzenie wigzan wodorowych,  prowadzac do
wzajemnych oddziatywan sasiednich czgsteczek i ich Scistego upakowania [Zalba i Hagen,
2017].

Plynno$¢ jest waznag cechg bton komorkowych wptywajaca na wiele proceséw
btonowych takich jak transport czy przekazywanie sygnatow. Ponadto, warunkuje takie
wlasciwosci komorki jak odksztatcalnos$¢, stabilno§¢ mechaniczng i1 osmotyczng oraz
funkcjonowanie receptorow btonowych. Nawet niewielkie zmiany w ptynnos$ci blon moga

wplywac na funkcjonowanie komorek [Gennis, 1989].
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1.6.8. Roznice w budowie blon komorek prawidlowych i nowotworowych

Komoérki nowotworowe rdéznig si¢ od komorek normalnych wilasciwosciami
chemicznymi, strukturalnymi, metabolicznymi i biofizycznymi. Gtownymi cechami tych
komorek sa zdolno$¢ do indukowania angiogenezy, nieSmiertelno$¢, niekontrolowane
namnazanie czy zdolno$¢ do inwazji i przerzutow. Wszystkie te procesy sa zwigzane z
roznicami w sktadzie lipidow w poréwnaniu do komorek prawidlowych. Niekontrolowana
proliferacja tych komoérek wymaga dostarczenia niezbednych biomolekut, w tym kwasow
thuszczowych oraz lipidow blonowych. W konsekwencji, w komoérkach zmienionych
nowotworowo dochodzi do konstytutywnej aktywacji biosyntezy kwaséw thuszczowych,
ktore sg potrzebne do tworzenia nowych bton [Alvesi in., 2016]. W poréwnaniu do komodrek
prawidtowych, komorki nowotworowe r6znig si¢ sktadem lipidowym co przedstawia rycina
10. Zmiany w profilach fosfolipidow oraz kwasow tluszczowych zaobserwowano w
przypadku nowotwordw piersi, jelita grubego oraz nowotworéw opornych na chemioterapie.
W warstwie zewngtrznej blony w komoérkach raka watroby odnotowano zwigkszony poziom
nienasyconych kwasow tluszczowych oraz czterokrotnie wigkszy poziom sfingomieliny
(SM) niz w komorkach prawidtowych [Selkirk i in., 1971]. W przypadku raka jelita grubego
stwierdzono, wyzszg zawarto$¢ wszystkich fosfolipidow, w tym fosfatydyloinozytolu (PI),
fosfatydyloseryny (PS), fosfatydyloetanoloaminy (PE) oraz fosfatydylocholiny (PC) [Bar6 i
in., 1998]. W btonach komoérkowych wielu nowotworéw obserwuje si¢ obnizony poziom
SM, co ma tez zwigzek z tworzeniem si¢ guzéw. Ponadto, w wyniku procesu nowotworzenia
zmienia si¢ stosunek lipidow cholinowych do aminowych. W wiekszos$ci przypadkow spada
zawarto$¢ lipidow etanoloaminowych a wzrasta lipidow cholinowych [Slagel i in., 1967].
Transformacja nowotworowa wptywa rowniez na ekspresje gangliozydow. W zaleznosci od
rodzaju nowotworu oraz stopnia jego zaawansowania obserwuje zwigkszong ilo$¢ tych
zwigzkow [Sonnino i in., 2007].

Blony komorek prawidtowych charakteryzujg si¢ asymetrycznym rozmieszczeniem
lipidow w wewngtrznej i zewnetrznej warstwie blony komoérkowej. Lipidy obojetne takie
jak fosfatydylocholina (PC) czy sfingomielina (SM) rozmieszczone sg warstwie zewngtrznej
biomembrany, z kolei aminofosfolipidy takie jak fosfatydyloetanoloamina (PE) oraz
fosfatydyloseryna (PS) wystepuja gtéwnie po stronie cytozolowej. Taka lokalizacja PS
warunkuje ujemny tadunek powierzchniowy wewnetrznej warstwy bton co wptywa na wiele
mechanizméw sygnalizacyjnych, takich jak hydroliza lipidow sygnalizacyjnych. Ponadto,

obecnos¢ PS 1 PE po stronie cytozolowej stabilizuje interakcje btony z cytoszkieletem. W
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stanach patologicznych, w tym nowotworach dochodzi do zaburzenia asymetrii lipidow.
Obserwuje si¢ przemieszczenie fosfatydyloseryny do warstwy zewngtrznej blony co
powoduje, ze takie komorki majg ujemy tadunek powierzchniowy [Riedl i in., 2011; Zwaal
i in., 2005]. Ponadto, koreluje to z kwasnym pH Srodowiska zewnatrzkomorkowego.
Obecnos¢ PS oraz PE w warstwie zewngtrznej blony stwierdzono w komoérkach guza
srodbtonka [Stafford i Thorpe, 2011].

Oprécz zmian w profilach fosfolipidowych oraz w konsekwencji zmian w tadunku
powierzchniowym bton, w komoérkach nowotworowych dochodzi do zmiany plynnosci
btony. Plynno$¢ jest waznym parametrem bton biologicznych. Wskazuje droge oraz
szybkos$¢ ruchéw czasteczek w btonie i jest odwrotnie skorelowana z lepkoscig btony.
Parametr ten w duzej mierze zalezy od sktadu lipidowego oraz zawartosci cholesterolu.
Szereg przeprowadzonych badan wskazuje na istnienie zwigzku pomiedzy ptynnos$cig blony
a zaawansowaniem zmian nowotworowych komorki. Proliferacja  komorek
nowotworowych, stopien ztosliwosci nowotworu oraz jego zdolno$¢ do przerzutdéw sg Scisle
zwigzane ze zmianami w plynnosci blony. Inbar i Shinitzky wykonujac pomiary
mikroskopowej lepkosci blon komorek biataczki oraz niezmienionych chorobowo
leukocytow wykazali, ze lepkos¢ zdrowych komorek jest dwa razy wieksza niz lepkosé
komorek nowotworowych. Na tej podstawie wysungli wniosek, ze btony komorek
nowotworowych sg bardziej ptynne niz btony komoérek prawidtowych [Inbar i Shinitzky,
1974]. Podobng zalezno$¢ potwierdzono w przypadku innych nowotworéw [Sok i
wsp., 1999; Nakazawa i wsp., 1989; Rybczynska i wsp., 2001; Berra i wsp. 1994; Koijma
1993]. Bylo to zwigzane z nizszym stosunkiem cholesterolu do fosfolipidow (Chol:PL),
wynikajacym z obnizonej zawartosci tego sterolu w blonach komorek rakowych. Wartos§¢
tego stosunku jest r6zna w zaleznosci od typu nowotworu 1 jest wyzsza im wigksza jest
ztosliwos¢. W komodrkach nowotworowych czesto dochodzi do zmian w metabolizmie
cholesterolu co powoduje obnizenie lub podwyzszenie jego zawartoSci [Hendrich i
Michalak, 2003; Subczynski i Wisniewska, 2000; Peetla i in., 2013]. Badania na liniach
komodrkowych raka prostaty i piersi wykazaly wyzsze st¢zenie tego sterolu w stosunku do
komorek zdrowych. Poziom cholesterolu moze rézni¢ si¢ w zaleznoSci od rodzaju
nowotworu, jego stadium oraz wrazliwosci. W komorkach wysoce przerzutujacych
zaobserwowano nizsze ste¢zenie cholesterolu, dzigki czemu maja one wigksza zdolnos$¢ do
odksztatcenia btony i moga tatwiej przenika¢ do naczyn krwionosnych [Hendrich i
Michalak, 2003]. Z kolei nowotwory oporne na chemioterapi¢ charakteryzuja si¢ wyzsza
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zawartos$¢ tego sterolu, ktory powoduje usztywnienie ich blony, w zwiazku z czym staje si¢
ona nieprzepuszczalna dla cytostatykéw [Hendrich i Michalak, 2003; Eytan i in., 1996;
Niero i in., 2014]. Oproécz wyzszego poziomu cholesterolu, w tych komoérkach obserwuje
si¢ wzrost zawartos$ci fosfolipidow (PC, PE oraz Pl) oraz wyzszy stosunek biatek do lipidow
(do 60%) w poréwnaniu do komoérek prawidtowych [Cohen i in., 2004; Hendrich i Michalak,
2003; Peetla i in., 2013]. Komorki mysiej biataczki P338 oporne na doksorubicyne
charakteryzuja si¢ usztywnieniem btony oraz nizszym stosunkiem PC/SM. Zespot Peetla
zaobserwowal wyzszy poziom SM, PI oraz cholesterolu w komorki raka piersi opornego na
doksorubicyng (MCF-7/ADR) w porownaniu do komorek wrazliwych na ten
chemioterapeutyk. Ponadto, w btonach komodrek opornych na chemioterapi¢ odnotowano
wzrost ilosci transporterow takich jak p-glikoproteina odpowiedzialnych za aktywne
wypompowywanie lekow z cytoplazmy na zewnatrz komorki [Peetla i in., 2013].

Innym lipidem wptywajacym na ptynno$¢ blony jest sfingomielina. Podobnie jak
cholesterol powoduje usztywnienie btony. Badania Gottfrieda potwierdzaja, ze w
komorkach biataczki btony maja niski poziom tego fosfolipidu [Gottfried, 1967]. Podobnie
jest w przypadku watrobiakow, gdzie w porownaniu ze zdrowymi komorkami watroby,
poziom sfingomieliny oraz innych fosfolipidow choinowych spada [Kojima, 1993].
Kolejnym czynnikiem wplywajacym na ptynnos¢ btony jest stopien nasycenia tancuchow
weglowodorowych. Wzrost ilosci fosfolipidow o nienasyconych tafcuchach acylowych

powoduje zwiekszenie ptynnosci btony [Zalba i Hagen, 2017].

Wazrost ilo$ci cholesterolu sprzyja powstawaniu tratw lipidowych [Cohen i in., 2004;
Hendrich i Michalak, 2003; Hryniewicz-Jankowska i in., 2014]. Domeny te, w zaleznosci
od rodzaju bialek w nich zlokalizowanych biora udzial w proliferacji, réznicowaniu,
apoptozie 1 migracji. Zmiany w obrgbie tratw lipidowych moga by¢ zaangazowane w
powstawanie ztosliwych zmian, niekontrolowany wzrost, inwazyjno$¢ oraz przerzuty
[Hryniewicz-Jankowska i in., 2014]. Duza ilo$¢ tratw w komoérkach nowotworowych
powoduje nadekspresj¢ receptorow czynnikdw wzrostu takich jak EGFR, IGF-1 czy Sigma.
W tych domenach znajduja si¢ rowniez takie biatka jak integryny, adhezyny, receptory
CD44 oraz CD24, biorgce udzial w progresji i inwazji nowotworu [Head i in., 2014;
Hryniewicz-Jankowska i in., 2014; Tekpli i in., 2013; Zhuang i in., 2002].

Skutecznym mechanizmem zwigzanym z opornos$cig na leki jest zmiana metabolizmu
ceramidu. W komorkach opornosci wielolekowej dochodzi do obnizenia jego zawartos$ci.

Jest to zwigzane ze zmniejszeniem aktywnos$ci sfingomielinazy badz ze zwigkszeniem
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poziomu sfingomieliny (SM). W wyniku czego obserwuje si¢ niski poziom tratw
lipidowych typu drugiego (bogatych w ceramid), co zapobiega apoptozie takich komoérek
[Zabla i Hagen, 2017].

blona komaérki prawidlowej biona komorki nowotworowej

pHe 7.3-7.4 pHe 6.2-6.9

Ryc. 10. Roznice w sktadzie lipidowym pomiedzy btong komorki prawidlowej i zmienionej
nowotworowo [Alves i in., 2016].

1.6.9. Sztuczne modele blon biologicznych

Btona biologiczna jest struktura o ztozonej budowie, w ktorej zachodza liczne procesy
biologiczne, co sktania do prowadzenia badan na poziomie molekularnym, przy
wykorzystaniu sztucznych, uproszczonych modelowych uktadéw lipidowych. Modele bton
pozwalaja pozna¢ zjawiska zachodzace w btonach, zrozumie¢ oddziatywania migdzy
czasteczkami oraz zbada¢ wplyw substancji np. lekow na ich wlasciwosci fizykochemiczne.
Najprostsze uktady sktadaja si¢ z jednego rodzaju lipidu ale stosuje si¢ rowniez membrany
zawierajagce mieszaning kilku naturalnych lub syntetycznych lipidow [Hac-Wydro i
Dynarowicz-Latka, 2010]. Blony uformowane z naturalnych lipidow maja cechy zblizone
do blon biologicznych. Z kolei syntetyczne lipidy pozwalaja na tworzenie membran o
okreslonych parametrach, takich jak ptynnos$é¢, grubos¢, tadunek powierzchniowy czy

wlasciwosci  spektroskopowe.  Najczesciej  wykorzystywanymi  modelami  blon
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biologicznych sg liposomy, monowarstwy Langmuira oraz membrany osadzone na statych

podtozach (Ryc.11) [Knobloch i in., 2015].

liposom monowarstwa Langmuira membrana na stalym
podiozu

Ryc. 11. Sztuczne modele bton komoérkowych [Knobloch i in., 2015].

Gléwnym fosfolipidem stosowanym w preparacji sztucznych blon lipidowych jest

dipalimitylofosfatydylocholina (DPPC), ktorej czasteczke przedstawia rycina 12.

Reszta Reszta Reszta
Reszty kwasu palmitynowego glicerynowa  fosforanowa cholinowa

sn-1 \/\/\/\/\/\/\/\((O H /o
(0]
Y Y
Czes¢ hydrofobowa Czes¢ hydrofilowa

Ryc. 12. Schemat budowy czasteczki dipalmitylofosfatydylocholiny [Litwinczuk-Mammadova i in.,
2016].

1.6.10. Liposomy

Liposomy po raz pierwszy zostaly odkryte przez brytyjskiego hematologa dr Aleca D
Banghama w 1964 roku. Sg to mikroskopijne, zamknigte struktury btonowe o sferycznym
ksztatcie. Wystepuja w postaci pecherzykéw sktadajacych sie¢ z wodnego rdzenia
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otoczonych jedna lub kilkoma dwuwarstwami lipidowymi (Ryc. 13). Ich wielko$¢ waha si¢
w granicach 0,01-10 um. [Zhong i Dai, 2012; Dua i in., 2012; Kumar i in., 2012].

W » hydrofilowa glowa
czasteczka

fosfolipidu
hydrofobowy ogon

L

»  wodny rdzen

Ryc. 13. Budowa liposomu [Swaminathan i Ehrhardt, 2011].

Mozemy je sklasyfikowa¢ ze wzgledu na: wielkos¢ i liczbe dwuwarstw, sposob ich
otrzymywania, wtasciwosci powierzchniowe oraz zastosowanie. Pod wzgledem rozmiaru i

liczby dwuwarstw liposomy mozemy podzieli¢ na:

e Liposomy jednowarstwowe (ang. unilamellar vesicles, UVs)
- male liposomy jednowarstwowe (ang. small unilamellar vesicles, SUVSs)- s3 to
struktury o $rednicy 0,02-0,1 um. Liposomy te majg ograniczone zastosowanie jako
modele bton komoérkowych 1 nosniki substancji leczniczych o charakterze
hydrofilowym. Z kolei ich mate rozmiary sprzyjaja dystrybucji terapeutykéw w

organizmie,

- duze liposomy jednowarstwowe (ang. large unilamellar vesicles, LUVS)- do tej
grupy zaliczamy struktury o $rednicy 0,1-1 um, maja zastosowanie jako modele bton

komoérkowych 1 nosniki substancji hydrofilowych oraz makromolekut,

- wielkie liposomy jednowarstwowe (ang. giant unilamellar vesicles, GUV)- sa

to pecherzyki o rozmiarach powyzej 1 um,

e Liposomy kilkuwarstwowe (ang. oligolamellar vesicles, OLVSs), o rozmiarze 0,1-

0,5 um, w ktérych rdzen wodny otoczony jest przez kilka dwuwarstw,
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e Liposomy wielowarstwowe (ang. multilamellar vesicles, MLVSs) — s to struktury
o rozmiarach powyzej 0,5 um, w ktorych rdzen wodny otoczony jest przez kilka do
Kilkunastu dwuwarstw lipidowych (5-25), majg wigkszg zdolnos¢ do przytgczania
czasteczek lipofilnych. Ich wada jest to, ze sa natychmiast wychwytywane przez
komorki uktadu fagocytarnego,

e Wielopecherzykowe liposomy (ang. multivesicular vesicles, MVVs) -
charakteryzujg si¢ srednicg powyzej 1 um i powstajg jako produkt uboczny w czasie
wytwarzania MLV. W tego typu liposomach jedna dwuwarstwa lipidowa otacza
kilka mniejszych pecherzykow [Muller i in., 2003; Kulkarni i in., 1995; Sharma i
Sharma, 1997, Litwinczuk-Mammadova i in., 2016].

Podziat liposoméw ze wzgledu na rozmiar i liczbe dwuwarstw przedstawia rycina 14.

Suv
<100 nm

LUV
100- 1000 nm

>1 pm

MLV

Ryc. 14. Podziat liposoméw ze wzgledu na rozmiar i liczb¢ dwuwarstw [Vahed i in., 2017].

Liposomy znalazty zastosowanie jako modele dwuwarstwy lipidowe] blony jak
rowniez jako no$niki wielu substancji aktywnych. Jest to zwigzane z mozliwoscia
umieszczenia w nich zwigzkéw zaréwno o charakterze hydrofilowym (w obrebie warstwy

hydrofilowej), hydrofobowym (w obrgbie dwuwarstwy lipidowej) i amfifilowych.
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Dodatkowo wysoko biokompatybilnos¢ i biodegradowalnos$¢ jak rowniez niska toksycznosc¢
sprawiaja, ze sa coraz czgSciej stosowane jako nosniki substancji terapeutycznych.
Substancje biologiczne zamknigte wewnatrz liposomow sg chronione przed rozcienczeniem
czy dziataniem enzymow proteolitycznych. Z tego wzgledu pecherzyki lipidowe sg czesto
wykorzystywane do dostarczania lekow antybakteryjnych, przeciwwirusowych czy
przeciwnowotworowych, w tym takze enzymow i hormonow do okreslonych komorek i
tkanek. Przyktadem moga by¢ daunorubicyna oraz doksorubicyna stosowane w leczeniu
nowotworow, ktore sg zamknigte w formulacji liposomowej [Samand i in., 2007; Kaur i in.,
2013; Allen i Cullis, 2013]. Liposomy maja zdolno$¢ do przenoszenia DNA, RNA oraz
catych komplekséw biatkowo-nukleotydowych dlatego moga by¢ stosowane jako nosniki
genow w terapiach genowych [Lian i Ho, 2001; Sipai i in., 2012]. Ponadto, moga by¢
wykorzystywane w dermatologii i kosmetologii do dostarczania substancji aktywnych w
glab skory [Sipai i in., 2012].

1.6.10.1. Metody otrzymywania liposomow

Wszystkie metody preparatyki liposomow polegaja na wprowadzeniu czasteczek
lipidéw do roztworu wodnego. Powszechne wykorzystanie liposoméw do transportu
substancji o charakterze hydrofilowym 1 hydrofobowym, rozwoj technologii liposomowej,
jak rowniez konieczno$¢ pozyskiwania liposomdéw roznych typow, zar6wno na skale
laboratoryjng jak i przemystowa przyczynilo si¢ do opracowania rdéznych metod ich
otrzymywania, ktoére powinny by¢ przede wszystkim wydajne, odtwarzalne oraz mozliwie

najprostsze.
Wybdr metody przygotowania liposoméw zalezy od kilku parametrow:

e charakterystyki gtownych sktadnikoéw strukturalnych liposomow

e charakterystyki, stg¢zenia oraz toksyczno$ci materiatdéw, ktore beda zamykane
wewnatrz liposomow

e charakteru osrodka, w ktorym rozproszone sg pgcherzyki lipidowe

e dodatkowych procesow zwigzanych z dostarczaniem liposoméow

e optymalnego rozmiaru, polidyspersyjnosci 1  trwatoSci  pgcherzykow

wykorzystywanych do okreslonych zastosowan
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e odtwarzalnoséci metody oraz mozliwosci produkcji na duzg skale [Silver-Marinkovic,
2016].

Metody otrzymywania lipidow mozemy podzieli¢ na trzy grupy: metody
mechaniczne, metody z zastosowaniem rozpuszczalnikow organicznych oraz metody z

zastosowaniem detergentéw [Lasic, 1996] (Ryc.15).

metoda cienkiego filmu lipdowego

sonikacja

B metody metoda zamrqzania-rozmrazania
mechaniczne

wysokocisnieniowa homogenizacja

mikrofluizdyzacja
przeciskanie przez filtry membranowe

. metody z wstrzykiwanie roztworu etanolowego
otrzymywanie zastosowaniem wstrzykiwanie roztworu eterowego
liposomé6w rozpuszczalnikéw | odparowywanie technikq faz odwréconych
organicznych metoda proliposom-liposom
rozciericzanie

metody z dializa z uzyciem wilékien kapilarnych

L zastosowaniem - lub filtréw membranowych

detergentow ,
chromatografia zelowa

chrematografia kelumnowa

Ryc. 15. Metody otrzymywania liposomow [Silver-Marinkovic, 2016].

1.7. Oddzialywanie flawonoidow z blonami

Btona plazmatyczna oraz btony otaczajace wewnatrzkomorkowe kompartmenty sa
jednymi z miejsc oddzialywania flawonoidéw. Struktura ta stanowi swoistg barier¢ dla
czasteczek dostajacych si¢ do komorki dlatego zdolno$¢ do interakcji zarowno z
dwuwarstwa lipidowa, jak 1 bialkami blonowymi ma istotny wpltyw na ich mechanizm

dziatania. Aktywno$¢ biologiczna zwigzkow jest zwigzana zarOwno ze sposobem ich
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interakcji z membrana, jak réwniez miejscem ich lokalizacji i czasem przebywania w btonie
[Selvaraj i in., 2015]. Flawonoidy wplywajg zarbwno na wlasciwosci dwuwarstwy lipidowe;j
takie jak ptynnos¢, przepuszczalno$c, integralnos¢, wiasciwosci elektryczne, jak réwniez na
aktywnos$¢ biatek integralnych w tym enzymow i receptordw zwigzanych z btong, transport
bltonowy oraz inne procesy zwigzane z membranami. Takie dzialanie jest wazne z
biologicznego jak i medycznego punktu widzenia poniewaz jest skorelowane z ich
aktywnos$cig antyoksydacyjng, przeciwnowotworowa, przeciwdrobnoustrojowa oraz
przeciwzapalng [Tsuchiya, 2011; Wu i in., 2013; Tsuchiya, 2010; Margina i in., 2012;
Cyboran i 2015].

Istotnym czynnikiem wplywajacym na interakcje flawonoidéw z btong jest ich
struktura chemiczna. Zaré6wno konfiguracja, stopien polimeryzacji, liczba i rozmieszczenie
grup hydroksylowych, obecno$¢ reszt cukrowych jak rowniez obecnos$¢ grup metylowych
w pierscieniu C decyduja o typie oddziatywania tych zwiazkéw z btong. Liczba i
rozmieszczenie grup hydroksylowych wplywa na hydrofobowos$¢ czasteczek i ma duze
znaczenie w sposobie ich interakcji z blong [Oteiza i in., 2005]. Wazng role w
oddziatywaniach pomiedzy zwigzkami flawonoidowymi a btong odgrywa ich struktura
przestrzenna oraz obecno$¢ reszt cukrowych. Flawonoidy zawierajgce podwdjne wigzanie
w pierscieniu B oraz nie majgce podstawnika glikozydowego maja ptaska strukture, a co za
tym idzie charakteryzuja si¢ wigkszym powinowactwem do membran. Z kolei metylacja
grup hydroksylowych galusanu epigalokatechiny powoduje obnizZenie jego powinowactwa
do dwuwarstwy lipidowej [Havsteen, 2002].

Ponadto, oddzialywania elektrostatyczne, tworzenie wigzan wodorowych z glowami
cholinowymi fosfolipidow, oddzialywania hydrofobowe z fancuchami acylowymi kwaséw
thuszczowych oraz molekularna geometria samych fosfolipidow wplywaja na
wbudowywanie si¢ flawonoidow do membran [Pawlikowska-Pawlgga i in., 2007].

Duze znaczenie w interakcji tych zwigzkéw z blonami ma ich hydrofobowos¢. W
zaleznosci od charakteru flawonoidu istniejag dwa prawdopodobne mechanizmy ich
oddziatywania z blong lipidowa. Zwiazki hydrofilowe sa adsorbowane na powierzchni btony
1 oddziatujg z glowami polarnymi fosfolipidow poprzez wigzania wodorowe. Jest to mozliwe
dzigki obecnoscig licznych grup hydroksylowych i wigze si¢ to z ich ochronnym dziataniem
wobec roéznych szkodliwych czynnikoéw. Z kolei flawonoidy o charakterze hydrofobowym

wnikaja w niepolarny rejon btony [Erlejman i in., 2004; Oteiza i in., 2005].
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Interakcje z dwuwarstwa lipidowa zaleza rowniez od pH, ktoére okresla tadunki
elektrostatyczne flawonoidéw oraz czasteczek lipidow. Nizsze pH powoduje mniejsza
deprotonacje¢ grup polarnych, a tym samym glebsza penetracje flawonoidow w dwuwarstwe
lipidowa. Movileanu 1 wspolpracownicy wykazali, ze lokalizacja kwercetyny w
dwuwarstwie lipidowej zalezy od warto$ci tego parametru. Przy kwasnym pH flawonol ten
wchodzi gleboko w dwuwarstwe lipidowa podczas gdy w fizjologicznym pH oddziatuje z
glowami polarnym fosfolipidéw na granicy lipid-woda [Movileanu i in., 2000].

Lokalizacja flawonoidow w réznych rejonach btony prowadzi do jej uptynnienia lub
usztywnienia. Zwiazki te wchodzac w interakcje z fosfolipidami tworzagcymi dwuwarstwe
lipidowa mogg ograniczac ruchy ich tancuchow acylowych przez co przesuwajg temperature
przejécia fazowego w stronge wyzszych wartosci lub zmienia¢ ich upakowanie co z kolei
obniza Tm [Selvaraj i in., 2015]. Zdolno$¢ flawonoidow do zmiany ptynnosci membrany
decyduje o charakterze ich biologicznych aktywnosci. Takie dziatanie znaczaco wptywa na
funkcjonowanie enzymow 1 receptorow btonowych, a zatem tez na szlaki sygnalizacyjne, w
ktorych posredniczy btona. Wiekszos¢ badanych flawonoidow powoduje obnizenie
ptynnosci membran. Flawanony i izoflawony wbudowujac si¢ w hydrofobowy rdzen
dwuwarstwy lipidowej powodujg zmniejszenie ptynnosci [Arora i in., 2000]. Badania z
uzyciem fluorescencyjnych znacznikéw wykazaty, ze silniejsze dzialanie usztywniajace
maja zwigzki oddzialujagce na glebsze regiony btony. Liczne badania dowodza, ze
flawonoidy powoduja usztywnienie bton komorek nowotworowych, ktore charakteryzuja
si¢ wiekszg ptynnoscig w poréwnaniu do komoérek prawidtowych. Wyniki otrzymane przez
zespot Tsuchiya potwierdzajg usztywniajace dziatanie EGC, genisteiny 1 apigeniny. Efekt
ten powigzano z cytotoksycznym dziataniem flawonoidow na komorki raka piersi. Badania
prowadzone przez t¢ sama grupe¢ potwierdzaja tez dualistyczne dzialanie kwercetyny, ktora
w stezeniach 5-10 pmol/L zmniejszata plynno$¢ membrany, natomiast w nizszych
stezeniach powodowata odwrotny efekt. Zasugerowano, ze takie dziatanie flawonolu jest
zwigzane z jego oddziatywaniem na powierzchni dwuwarstwy [Tsuchiya i in., 2002,
Tsuchiya i in., 2008]. Podobne wyniki otrzymal zespdt Pawlikowskiej-Pawlegi w
doswiadczeniach na liposomach uformowanych z DPPC. Badania z zastosowaniem technik
EPR, NMR i FTIR wykazaly usztywniajagce dzialanie apigeniny i genisteiny w rejonie
hydrofobowych tancuchéw alifatycznych jak réwniez w strefie polarnych glow
fosfolipidow. Z kolei kwercetyna lokalizujac si¢ w strefie gléw cholinowych dzialata

dualistycznie powodujac uplynnienie czgsci hydrofobowej i usztywnienie rejonu gltéw
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polarnych. Wszystkie flawonoidy wbudowywaty si¢ do dwuwarstwy lipidowej za pomoca
wigzan wodorowych pomigdzy segmentem C-O-P-O-C glow polarnych fosfolipidow a
grupami hydroksylowymi tych zwigzkow [Pawlikowska-Pawlega i in., 2012, 2013 i 2014].
Inne badania dotyczace flawonow takich jak eupafolina i hispidulina sugeruja, ze
zmniejszenie ptynnosci blony wywotane obecnoscia tych zwigzkéw powoduje
zahamowanie wzrostu komorek raka szyjki macicy [Herrerias i in., 2010]. Z kolei Tsuchiya
zasugerowal, ze uptynnienie btony przez katechiny jest zwigzane z ich hepatoprotekcyjnym
dziataniem [Tsuchiya, 1999]. Lokalizacja oraz oddziatlywanie flawonoidow z btonami
biologicznymi decyduje rowniez o ich antyoksydacyjnej aktywnosci. Doniesienia
literaturowe sugeruja, ze zarowno zmiany w ptynnosci membran jak rowniez lokalizacja
tych zwigzkdbw w czeSci powierzchniowej btony warunkuja silniejsze dzialanie
przeciwutleniajace poprzez blokowanie interakcji wolnych rodnikéw z lipidami btonowymi
[Selvaraj i in., 2015].

Zwiazki o charakterze flawonoidow wplywaja takze na wiasciwosci elektryczne
btony. Movileanu 1 wspolpracownicy badajacy efekty wbudowywania si¢ kwercetyny w
dwuwarstwe lipidowa wykazali, ze flawonol zaburza jej strukture jak roéwniez zwigksza jej
przewodnictwo i pojemno$¢ elektryczna [Movileanu i in., 2000]. Z kolei wyniki uzyskane
przez zesp6t Pawlikowskiej-Pawlegi potwierdzily, ze apigenina i genisteina tez powoduja
zmiany wlasciwosci elektrycznych membran. W  doswiadczeniach z uZyciem
Conocephalum conicum obserwowano wzrost potencjatdéw czynnosciowych u roslin
traktowanych zaréwno apigening jak i genisteing [Pawlikowska-Pawlega i in., 2007,
Pawlikowska-Pawlega i in., 2009].

Zwiazki te moga rowniez oddziatywa¢ na bialka integralne bton. Zespot
Pawlikowskiej-Pawlegi wykazal, ze kwercetyna wptywa na biatka cytoszkieletu oraz biatka
integralne blony erytrocytoéw powodujac zmiang ich ksztattu i wielkosci [Pawlikowska-
Pawlega i in., 2003]. Flawonoidy poprzez wplyw na dziatanie receptorow znajdujacych sie
w btonach majg zdolno$¢ do modulowania szlakow sygnatlowych. Ponadto, niektore z nich
moga oddziatywa¢ na bialka transportowe obecne w blonach. Wiele badan wskazuje, ze
flawonoidy dziataja jako inhibitory biatek opornosci wielolekowej takich jak MRP1 i
glikoproteiny-P w réznych liniach komoérek nowotworowych. Sa rowniez modulatorami
aktywnosci wielu enzyméw btonowych takich jak: ATP-aza mitochondrialna, ATPaza

zalezna od jonow Ca?* i Mg?* , APTaza Na* K*, oraz fosfodiesteraza CAMP i cGMP, co
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moze mie¢ zwigzek z ich aktywnoscig przeciwnowotworowa [Graziani i Chayoth, 1979;
Revuelta i in., 1997].

Flawonoidy wplywaja rowniez na dziatanie kanatow jonowych obecnych w btonie. W
zaleznosci od rodzaju kanalu mogg je aktywowac¢ lub hamowa¢. Kanatem aktywowanym
przez te zwiazki jest kanat CFTR, odpowiadajacy za transport jonow chlorkowych. Zwiazki
polifenolowe, w tym flawonoidy moga wplywa¢ na transport zelaza niechemowego. Na
podstawie otrzymanych wynikéw, Hoque i jego zespot dowiedli, ze kwercetyna hamuje
wyplyw zelaza przez ferroportyng, znajdujagca si¢ w podstawnej btonie komorek ludzkiego
gruczolaka okre¢znicy Caco-2 [Hoque i in., 2011]. Ponadto, zwiazki te modyfikuja dziatanie
kanatow jonowych obecnych w naczyniach krwiono$nych i sercu, co odgrywa istotng role
w regulacji napigcia naczyn krwiono$nych oraz jest zwigzane z ich kardioprotekcyjnym
dziataniem. Przykltadem moze by¢ genisteina bgdaca inhibitorem kanatéw wapniowych w
miocytach wyizolowanych z naczyn krwionosnych ucha krolika. Zwigzek ten przez
zahamowanie naplywu wapnia do komorek migéni gladkich naczyn zapobiega ich
depolaryzacji 1 zwezeniu naczyn krwiono$nych, co wigze si¢ z obnizeniem ci$nienia krwi.
Flawonoidy wplywaja na dzialanie kanaléw potasowych obecnych w naczyniach
krwiono$nych takich jak kanaty wrazliwe na ATP, kanaly potasowe zalezne od potencjatu
czy aktywowane jonami wapnia [Scholz i in., 2010]. Badania Matsui i wspotpracownikow
wykazaty, ze procyjanidyny obecne w jabtkach powoduja rozkurcz pierscieni aorty szczura
poprzez aktywacje kilku kanatow potasowych [Matsui i in., 2009]. Z kolei zwiazki
polifenolowe obecne w czerwonych winogronach takie jak kwercetyna, katechina oraz
resweratrol hamujg kanaly sodowe obecne w sercu, co moze przeciwdziata¢ arytmii
[Wallace i in., 2006].

Niektore flawonoidy i ich pochodne charakteryzuja si¢ przeciwdrobnoustrojowym
dziataniem. Takie wlasciwos$ci moga by¢ zwigzane z ich zdolnoscia do zmian ptynnos$ci
bton mikroorganizméw. Wplywa to roéwniez na jej przepuszczalno$¢ i prowadzi do
zaktocenia metabolizmu, a w rezultacie do $mierci komorki [Selvaraj i in., 2015]. Liczne
badania wskazuja, ze btony lipidowe stanowig jeden z celéw antybakteryjnego dziatania
katechin. Zwiazki te powoduja wyciek matych sond fluorescencyjnych takich jak kalceina
czy karboksyfluoresceina z wnetrza matych jednowarstwowych liposoméw (SUV) 1 duzych
jednowarstwowych liposoméw uformowanych z fosfatydylocholiny, co sugeruje
uszkodzenie bton lipidowych. Podobne wyniki otrzymatl zespdt Tamba, ktory w swoich

doswiadczeniach z galusanem epigalokatechiny zastosowat wielkie jednowarstwowe
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liposomy (GUVy) jak model blony bakteryjnej. Zwigzek ten powodowal zmiany ksztattu
GUVow, indukowat ich agregacje oraz pekanie i wyciek kalceiny [Tamba i in., 2007]. Na
tej podstawie, stwierdzono, ze katechiny dzialajac na btony bakteryjne uszkadzajg je. Aby
wyjasni¢ to zjawisko naukowcy zaproponowali dwie teorie. Po pierwsze zasugerowano, ze
zwiazki te poprzez bezposrednig penetracj¢ i zaburzenia funkcji dwuwarstwy lipidowej
powoduja jej zaktocenia. ROwnoczesnie katechiny moga powodowac fuzje bton co prowadzi
do ich agregacji [Ikigai i in., 1993].

Interakcje flawonoidéw z btonami biologicznymi moga by¢ réwniez jednym z
mechanizmow ich przeciwgrzybiczego dzialania. Wykazano, ze apigenina hamuje rozwdj
takich organizmow jak C. albicans, C. parapsilosis, Malassezia furfur, T. rubrum oraz T.
beigelii poprzez zaburzenia ich blon komérkowych, co prowadzi do zmniejszenia rozmiaru
komorek oraz wycieku wewnatrzkomorkowych sktadnikow [Lee i in., 2018].

Niektore zwigzki flawonoidowe charakteryzuja si¢ selektywnoscig i oddzialujg z
wyspecjalizowanymi obszarami blony, a mianowicie z tratwami lipidowymi, w ktorych
obecne sg biatka bioragce udziat w transporcie oraz przekazywaniu sygnaléw komoérkowych.
Przyktadem takiego zwiazku jest EGCG, ktéry wplywa na receptory lamininy oraz
naskorkowego czynnika wzrostu znajdujace si¢ w obrebie tratw lipidowych, co prowadzi
do aktywacji sygnaléw biorgcych udzial w reakcjach alergicznych oraz proliferacji komorek
[Tachibana, 2011]. Ponadto katechiny z zielonej herbaty indukujg oksydaze hemowa obecng
w tratwach lipidowych dzieki czemu wykazujg aktywnos$¢ przeciwmiazdzycowa [Zheng i

in., 2012].
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II. Cel pracy

Flawonoidy sa zwigzkami ros§linnymi o szerokim spektrum dziatania,
wykazujacymi wiele wiasciwosci biologicznych i farmakologicznych takich jak whasciwosci
antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne i wiele innych. Jednym z miejsc
oddziatywania flawonoidéw w komorkach sg btony komorkowe, a wyjasnienie interakcji
pomiedzy btonami a tymi zwigzkami moze przyczyni¢ si¢ do blizszego poznania
molekularnych mechanizmoéw ich dziatania na komorki 1 w przyszio$ci moze okazac si¢

istotne dla terapii wielu chorob, w tym choréb nowotworowych.

Lenzozyd AP nalezy do flawonoidow 1 jest pochodna kwercetyny wyizolowang z
nadziemnych czgéci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) odmiany Tina. Zainteresowanie
tym zwigzkiem wynika z faktu, Ze jest to nowo wyizolowany zwiazek i do tej pory jest
bardzo mato danych literaturowych na temat metabolitow wyizolowanych z lisci i1 todyg tej

ro$liny.

Dlatego gltownym celem podjetych badan bylo poznanie zdolnosci
lenzozydu AP do wchodzenia w interakcje z modelowymi blonami sporzadzonymi z
dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC), okreslenie sposobu oddziatywania tego zwigzku na
membrany poprzez ocen¢ jego wplywu na wilasciwosci dynamiczne 1 strukturalne

dwuwarstwy lipidowej, a takze poznanie lokalizacji i orientacji flawonoidu w btonach.

Kolejnym celem byto sprawdzenie oddzialywania zwigzku z lipidowymi i1 biatkowymi
sktadnikami komorek linii prawidtowych 1 nowotworowych. Do badan uzyto dwoéch linii
nowotworowych takich jak rak szyjki macicy (HelLa) i rak krtani (Hep-2) oraz linii

prawidlowej, ktorg stanowity fibroblasty skoéry cztowieka (HSF).
Aby oceni¢ skutki inkorporacji LAPB do bton na komoérki wyznaczono nastepujace cele

czastkowe:

1. Analiz¢ zmian w morfologii i ultrastrukturze komorek z wyzej wymienionych linii

komorkowych poddanych dziataniu flawonoidu.
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Sprawdzenie wptywu badanego zwigzku na parametry morfometryczne takie jak:
srednica, obwdd, dhugos¢, szeroko$¢ oraz pole powierzchni komoérek oraz jader
komorkowych.

Oceng wptywu lenzozydu AP na indukcj¢ apoptozy, nekrozy i stresu oksydacyjnego.
Okreslenie cytotoksycznosci flawonoidu w stosunku do komoérek prawidlowych i
nowotworowych.

. Zbadanie dzialania badanego zwigzku na kanaty potasowe bton.
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II1. Materialy i metody

3.1. Badany zwigzek

W  badaniach stosowano lenzozyd AP (kwerectyna-3-O-[6-O-E-kofeilo)-B-D-
glukopiranozylo(1—2)]-B-D-galaktopiranozylo-7-O-p-D-glukuropiranozyd) — pochodna
kwercetyny wyizolowang z nadziemnych cze$ci soczewicy jadalnej odmiany Tina.
Flawonoid ten w swojej strukturze oprocz dwoch pier§cieni aromatycznych potgczonych
pierscieniem piranu zawiera trzy reszty cukrowe oraz kwas kawowy (Ryc. 16). Liofilizat
zwigzku w postaci zoltego proszku byt rozpuszczany w etanolu (POCH) lub w sulfotlenku

dimetylu (DMSO) (Sigma - Aldrich). Roztwor lenzozydu A przechowywano w ciemnosci.

HOOC o
HO
OH
HO
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HO o
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[
o
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HO &
HO HO o
OH

Ryc. 16. Wzor lenzozydu AP [Zuchowski i in., 2014].
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3.2. Odczynniki

Podloza hodowlane i dodatki do podloz:

- podtoze hodowlane Dulbecco's Modified Eagle's Medium DMEM - Sigma-Aldrich
- podtoze hodowlane RPMI 1640 — Sigma-Aldrich

- 0,25% roztwor trypsyny z dodatkiem 0,53 mM EDTA — Sigma- Aldrich

- bydleca surowica ptodowa (FBS) — Gibco

- antybiotyki: penicyliny 100 U/ml, streptomycyny 100 U/ml, amfoterycyny B, 0,25
pg/ml (Sigma)

Bufory:

- bufor PBS bez jonéw Ca?* i Mg?* - Biomed

- bufor PBS z jonami Ca?* i Mg?* - Biomed

- bufor HBSS (Hanks Balanced Salt Solution) - Sigma-Aldrich

- 0,1 M bufor kakodylanowy do ptukania pH 7,2

- bufor kakodylanowy do utrwalaczy (z dodatkiem 5 mM CaCl» i 2% sacharozy)

Zestawy komercyjne:

- LIVE/DEAD cell viability kit - Thermo Fisher Scientific

- Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FTIC) apoptosis detection kit - BD
Biosciences, BD Pharmingen™

Inne odczynniki:

Aceton - POCH

Aldehyd glutarowy 25% - Polysciences Inc

Azotan otowiu - POCH

Biekit toluidynowy - Sigma- Aldrich

Chlorek magnezu MgCl; - POCH

Chlorek potasu KCI - POCH
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Chlorek sodu NaCl - POCH

Chlorek prazeodymu PrCls - Sigma-Aldrich
Chlorek wapnia CaCl, - POCH

Chloroform - POCH

Czerwien oboje¢tna - Sigma-Aldrich

Cytrynian sodu - POCH

Czterotlenek osmu - Sigma-Aldrich
Dihydrorodamina DHR 123 - Molecular Probes
Dipalmitylofosfatydylocholina (DPPC) — Sigma-Aldrich
Ditlenek deuteru (D20) - ARMAR Chemicals Co.
DMSO (dimetylosulfotlenek) - Sigma-Aldrich
Etanol 96% - POCH

Etanol bezwodny - POCH

Glukonian potasu - Sigma-Aldrich

Glukonian sodu - Sigma-Aldrich

Kakodylan sodu - Sigma-Aldrich

Kwas octowy - POCH

Octan uranylu - Polysciences Inc

Oranz akrydyny - Sigma-Aldrich

Hoechst 33342 - Sigma-Aldrich

Tricine - Sigma- Aldrich

Wodorotlenek sodu - POCH

Zywica LR White — Sigma-Aldrich

68



3.3. Material badawczy

3.3.1. Liposomy i ich preparatyka

3.3.1.1. Liposomy wielowarstwowe (ang. Multilamellar Vesicles, MLV) do pomiarow
FTIR
Wielowarstwowe liposomy zostaly sporzadzone z dipalmitylofosfatydylocholiny
(DPPC). Porcje DPPC zawierajacg 2.72 x 1072 M czastek oraz 5 mol% lenzozydu AP
rozpuszczonego w etanolu mieszano i odparowywano w strumieniu gazowego azotu oraz
pod proznig. Nastgpnie wytrzasano energicznie z 200 pl wody destylowanej z 5 %

dodatkiem D20 w temperaturze nieco powyzej 41°C.

3.3.1.2. Liposomy wielowarstwowe (ang. Multilamellar Vesicles, MLV) do pomiaréw
'HNMR

Fosfosfolipidy (DPPC) i lenzozyd A rozpuszczono w mieszaninie chloroformu i
etanolu (1:1). Stezenie flawonoidu w prébce wynosito 3.2 x1 07* M a lipidow 3.2 x 1072 M.
Nastepnie rozpuszczalniki odparowano w strumieniu gazowego azotu i pod proznia.
Nawodnione D20 probki energicznie wytrzgsano przez 60 minut na wytrzgsarce w
temperaturze powyzej 41°C. W celu uzyskania jednorodnej mieszaniny zawiesine lipidow
poddano dziataniu ultradzwigkéw (8 razy po 3 sekundy) w sonifikatorze (Sonics Vibra

Cell™, USA) w temperaturze 4° C. Przed samym pomiarem dodano 4 mM PrCls.

3.3.1.3. Wielkie jednowarstwowe liposomy (ang. Giant Unilamellar Vesicles, GUV)

Do sporzadzenia wielkich jednowarstwowych liposoméw  wykorzystano
dipalmitylofosfatydylocholing (DPPC). Stezenie lipidu wynosito 20 mg/ml. W badaniach
wykorzystano roztwor lenzozydu A w etanolu, ktory dodawano do etanolowego roztworu
lipidowego (w ktorym st¢zenie lipidu nie przekraczalo 27 mM) w stezeniu 5 mol% w
stosunku do DPPC. Nastepnie na wewngtrzne strony dwoch platynowych elektrod
(35x4x0,5 mm) natozono po 15 pl mieszaniny poprzez odparowanie w strumieniu gazowego
azotu. Elektrody przez godzing inkubowano pod proéznig w celu usunig¢cia pozostatosci

rozpuszczalnika organicznego. Nastgpnie elektrody pokryte warstwa lipidowa umieszczono
69



w kuwecie zawierajacej roztwor buforowy (1,4 ml, 20 mM Tricine, 10 mM KCI, pH 7,4).
Elektroformacj¢ prowadzono przez 2 godziny przy wolnozmiennym napigciu (10 Hz) o

wartosci 2,1 V w temperaturze 50°C (powyzej temperatury przejscia fazowego dla DPPC).

3.3.2. Typy komorek i warunki hodowli

W doswiadczeniach uzyto linii komoérkowych raka szyjki macicy cztowieka (HeLa
B ECACC Nr 85060701), raka krtani (Hep-2 ECACC Nr 86030501) oraz fibroblastow
ludzkich skoéry (linia komodrkowa uzyskana z hodowli pierwotnej fragmentow skory
ludzkiej). Hodowle prowadzono w pozywce RPMI 1640 (linia HeLa i Hep-2) oraz DMEM
(linia HSF) z dodatkiem 5% ptodowej surowicy bydlecej (FBS) (v/v) oraz z dodatkiem
antybiotykow. Do badan uzyto: penicyliny - 100 U/ml, streptomycyny -100 U/ml,
amfoterycyny B- 0,25 pg/ml. Komoérki o gestosci 1 x 10° komérek/ml wysiewano do naczyn
typu Falcon (5 ml) do obserwacji mikroskopowych oraz pomiaréw FTIR. Nastepnie
komorki inkubowano w temperaturze 37°C w atmosferze wilgotnej 95% z dodatkiem 5%
CO:2. Hodowle poddano dziataniu lenzozydu AB w stezeniach 5, 10, 15,25 1 50 pg/ml. Czas
inkubacji wynosit 24 oraz 48 godzin. Koncowe stezenie DMSO w podtozu hodowlanym nie

przekraczato 0,25%.

3.4. Metody

3.4.1. Spektroskopia FTIR modelowych blon lipidowych sporzadzonych z DPPC

Do badan wykorzystano wielowarstwowe liposomy, ktore sporzadzono wediug
procedury opisanej w podpodrozdziale 3.3.1.1 Probki po tagodnym wirowaniu, zostaty
umieszczone na krysztale ATR przez odparowanie wody destylowanej z dodatkiem D.O
(pH 7,4). Widma absorpcji w podczerwieni rejestrowano stosujac spektrometr z
transformatag Fouriera (ATR-FTIR) (Nicolet iS50R, Thermo Scientific, USA)
[Pawlikowska-Pawlgga i in. 2014]. Podczas pomiarow probki byly przedmuchiwane
argonem. Dla kazdego pomiaru zbierano 10 skanow. Widma absorpcji zbierano w obszarze

pomiedzy 4000 a 400 cm™ z uwzglednieniem jednego punktu pomiarowego co 2 cm™.
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Doswiadczenia przeprowadzono w temperaturze 21°C. Analizy spektralne przeprowadzono

z uzyciem oprogramowania Grams Al z ThermoGalactic (USA).

3.4.2. Absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni z transformata Fouriera (FTIR)

komorek wybranych linii komérkowych

Komorki inkubowano odpowiednio przez 24 i 48 godzin w temperaturze 37°C bez
obecnosci lenzozydu AP (kontrola), a takze w obecnosci 15 pg/ml lenzozydu AP. Nastgpnie
podtoze usuwano a monowarstw¢ komoérek przemywano kilkukrotnie PBS-em. Komorki
zostaty delikatnie zeskrobane za pomoca skrobakéw komoérkowych 1 zawieszone w buforze
fosforanowym z 5% dodatkiem wody cigzkiej (D20). Probki po tagodnym wirowaniu,
zostaly umieszczone na krysztale ATR przez odparowanie buforu PBS z dodatkiem D0
(pH 7,4). Widma absorpcji w podczerwieni komorek rejestrowano stosujac spektrometr z
transformatg Fouriera (ATR-FTIR) [Pawlikowska-Pawlega i in. 2014]. Podczas pomiarow
probki byly przedmuchiwane argonem. Widma rejestrowano za pomocg spektrometru
Nicolet iSS0R (Thermo Scientific, USA). Zbierano 10 skanéw dla kazdego pomiaru. Widma
absorpcji zbierano co jeden punkt pomiarowy czyli co 2 cm™, w obszarze pomiedzy 4000 a
400 cm™. Jak tlo stosowano czysty krysztat. Do$wiadczenia byty przeprowadzone w
temperaturze 21°C. Analizy spektralne wykonano z uzyciem oprogramowania Grams Al z

ThermoGalactic (USA).

3.4.3. Jadrowy rezonans magnetyczny (*H NMR) blon lipidowych sporzadzonych z
DPPC

Liposomy wielowarstwowe do doswiadczenia przygotowano wedlug procedury
opisanej w podpodrozdziale 3.3.1.2. Mieszaning DPPC 1 LA przelano do specjalnych
probowek NMR o $rednicy 5 mm. Widma zostaly zarejestrowane przy pomocCy
spektrometru NMR Brucker Avance 300 (Niemcy). Pomiar wykonywano w temperaturze
60°C w pulsacyjnym gradiencie pola. Szerokos$¢ okna spektralnego wynosita 4496 Hz, a
rozdzielczo$¢ cyfrowa 0,137 Hz. Szeroko$¢ impulsu byla réwna 0,6 ps, natomiast czas

akwizycji i opdznienia wynosit odpowiednio 3,64 s i 1s.
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3.4.4. Mikroskopia obrazowania czasow zycia fluorescencji (FLIM) wielkich

jednowarstwowych liposomow z wbudowanym lenzozydem A

W doswiadczeniach wykorzystano wielkie jednowarstwowe liposomy przygotowane
metoda elektroformacji (podrozdziat 3.3.1.3). Do badan uzyto mikroskopu optycznego
OLYMPUS IX71 (OLYMPUS, Japonia) potagczonego z systemem konfokalnym MicroTime
200 (PicoQuant, GmbH, Niemcy). Za pomocg potprzewodnikowego lasera impulsowego
generowano wigzke wzbudzajaca o dlugosci fali 405 nm. Do zogniskowania wigzki
laserowej na probce wykorzystano obiektyw immersyjny (OLYMPUS, Japonia) o aperturze
numerycznej réwnej 1,2. Na drodze wigzki wzbudzajacej wstawiono przestong o $rednicy
50 um, ktéory umozliwiala wybranie pojedynczej plaszczyzny ogniskowej oraz filtr
interferencyjny ZT 405RCD (Semrock, USA) zapewniajacy monochromatycznos$¢ $wiatla
wzbudzajacego. Aby zapobiec rejestracji kwantow rozproszonych na drodze wiazki
emisyjnej (przed detektorem) wstawiono filtr pasmowy HQ 430lp. Za pomoca diody
lawinowej (APD) potaczonej z ukladem HydraHarp400 (PicoQuant, Niemcy)
skorelowanym w czasie zliczania pojedynczych fotonow (TCSPC, ang. Time 64 Correlated
Single Photon Counting) rejestrowano fotony fluorescencyjne. Dane analizowano przy
uzyciu pakietu oprogramowania SymPhoTime 64 (PicoQuant, Niemcy). W pomiarach
anizotropii dwie skladowe polaryzacji emisji fluorescencji zostaty rozdzielone za pomoca
modutu polaryzacyjnego (ang. polarizing cube) i skierowane na dwa detektory, przed
ktorymi ustawiono filtry polaryzacyjne, oczyszczajace dodatkowo wigzke docierajacg do
detektora. Anizotropia fluorescencji zostata okreslona na podstawie ponizszego wzoru 1
wartosci fluorescencji prostopadtej (F-L) i rownolegtej (F ||) do kierunku polaryzacji wiazki

wzbudzajace;j:
r=(F|| - GFL/(F| +2GFL) (1)

Przed pomiarem okres$lono instrumentalny wspétczynnik korygujacy (G). Wspotczynnik G
jest stosunkiem czulosci detektoréw na swiatto spolaryzowane w kierunku prostopadtym 1

rownolegtym do kierunku polaryzacji wigzki wzbudzajace;.

Dzigki uzytemu systemowi jednoczes$nie rejestrowano anizotropi¢ i czas zycia fluorescencji
probek. Intensywno$¢ zaniku fluorescencji analizowano w kategoriach modelu

wyktadniczego stosujac oprogramowanie SymPhoTime 64 v. 2.1 (PicoQuant, Niemcy).
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Na podstawie zaleznosci:
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obliczono $redni kat orientacji pomiedzy kierunkiem przejscia dipolowego czasteczek
wbudowanych w dwuwarstwe lipidowa a osig normalng do ptaszczyzny btony (v). W

badaniach analizowano 20 liposoméw GUV.

3.4.5. Roznicowa Kkalorymetria skaningowa (DSC) wielkich jednowarstwowych
liposoméw (GUV)

W badaniach kalorymetrycznych stosowano wielkie jednowarstwowe liposomy
DPPC otrzymane metoda elektroformacji lipidu z buforem (podrozdziat 3.1.3). DPPC
rozpuszczono w etanolu. Utworzone liposomy wirowano za pomoca wiréwki I Fuge M12P
Neuation (EQLAB, Polska) z predkoscig 7000 obr./min przez 3 minuty. Probki przed
wstrzyknigciem do kalorymetru odgazowano. Do pomiaréw kalorymetrycznych pobrano

220 ul zawiesiny zwirowanych liposomow.

Do badan stosowano réznicowany skaningowy kalorymetr MicroCal VP-Capillary
DSC firmy GE Healthcare (USA). Dolne frakcje zawiesiny liposomow zebrane po
wirowaniu (wraz z osadem) wstrzykiwano do komarki kalorymetru przeznaczonej na probke
badang. Do drugiej komorki (referencyjnej) wstrzykiwano taka sama objetos¢ buforu.
Pomiary wykonywano przy cisnieniu 0,28 MPa, predkosci skanowania temperatur
(70°/godz.) w temperaturach od 35 °C do 50 °C. W celu otrzymania linii odniesienia
przeprowadzono pomiar, gdzie do obu komorek nastrzykiwano bufor. Od termogramow
otrzymanych dla badanych probek odejmowano termogram buforu w celu otrzymania

krzywej samej probki. Do analizy krzywych DSC wykorzystano program VPViewer2000.

3.4.6. Pomiary patch-clamp fibroblastow skéry czlowieka (HSF)

Technika patch- clamp umozliwi badanie strumieni jonéw przeptywajacych przez
pojedyncze kanaty w blonach komorkowych. Aktywnos¢ kanatéw potasowych rejestrowano

w konfiguracji inside-out stosujac gradient jonow K* i Na*. Do pomiaréw uzyto dwoch
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roztworow. W komorze znajdowat si¢ roztwor o pH 7,3 zawierajacy 140 mM glukonianu
sodu, 4 mM KCI, 2 mM CaClz, 10 mM Hep natomiast wewnatrz mikropipety znajdowat si¢
roztwor zawierajacy 140 mM glukonianu potasu, 4 mM NaCl, 2 mM MgCl; o pH 7,3.
Pomiary wykonywano na tatkach z ludzkich komorek fibroblastow skory w konfiguracji
inside-out. Aby wykluczy¢ aktywno$¢ kanalow chlorkowych uzyto anionu glukonianu.
Pipety pomiarowe zostaly wykonane z borokrzemianowych kapilar o $rednicy 2 pum.
Pomiary pragdow jonowych zostaly wykonane przy uzyciu rejestratora Axopatch 200B
amplifier (Axon Instruments). Dane zostaly przefiltrowane przy uzyciu 10 kHz filtra
dolnoprzepustowego oraz zdigitalizowane przy czestotliwosci probkowania wynoszacej 20

kHz za pomoca oprogramowania Clampex 7 Software (Axon Instruments).

3.4.7. Test zywotnosci komorek metoda czerwieni obojetnej (NR)

Metoda pobierania czerwieni oboje¢tnej (ang. Neutral Red Uptake Assay) przez
lizosomy zywych komorek, polega na ocenie integralnosci blony komorkowej. Czerwien
obojetna w komoérkach z prawidlowg btong komorkowa jest zatrzymywana wewnatrz
komorki, podczas gdy w komoérkach z uszkodzong btong barwnik ten jest uwalniany do
roztworu. Intensywno$¢ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do ilosci barwnika
wychwyconego przez lizosomy zywych komorek. Pomiar spektrofotometryczny dotyczy
ilosci barwnika, ktory pozostaje w komoérkach, w zwigzku z czym pozwala na oceng ilosci
zywych komorek z nieuszkodzong btong cytoplazmatyczng [Pawlikowska-Pawlgga i in.,
2014].

Doswiadczenie przeprowadzono na ptytkach 96-dotkowych. Do hodowli o gestosci
1 x 10 ® komoérek/ml, po zlaniu podtoza hodowlanego, dodawano po 100 pl odpowiednich
rozcienczen lenzozydu AP w plynie hodowlanym z 2% dodatkiem plodowej surowicy
bydlecej. Po 24 1 48 godzinach inkubacji w warunkach standardowych, usuwano ptyn
hodowlany. Do wszystkich dotkéw dodawano po 100 pl odczynnika NR (rozpuszczonego
dzien przed uzyciem w medium hodowlanym do stezenia 40 pg/ml, przed uzyciem
odwirowanego przy 1500 obr./min. przez 5 minut, w celu usuni¢cia powstatych krysztatow).
Po 3 godzinach inkubacji w warunkach standardowych usuwano NR z plytki 1
przeptukiwano kazdy dotek roztworem utrwalacza (200 ul) (0,5% roztwoér formaliny w 1%

CaCl). Po 2 minutach usuwano utrwalacz, a do dotkéw dodawano po 100 pl roztworu
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rozpuszczalnika (1% lodowaty kwas octowy w 50% etanolu) i ekstrahowano przez 20 minut
w temperaturze pokojowej. Po tym czasie oznaczono spektrofotometrycznie absorbancje
przy dlugosci fali A=550 nm uzywajac czytnika ptytek firmy Molecular Devices. Kazda
analiza byla wykonana w trzech powtorzeniach. Aby okresli¢ roznice statystyczne migdzy

grupami zastosowano test t-Studenta, gdzie wartosci p <0,05 uznano za istotne statystycznie.

3.4.8. Test zywotnosci komorek LIVE/DEAD

Podstawg testu jest r6zna przepuszczalno$¢ zywych 1 martwych komorek w stosunku
do mieszaniny dwoch barwnikéw fluorescencyjnych: SYTO 10 1 DEAD Red. SYTO 10 jest
barwnikiem zielonej fluorescencji i wybarwia komoérki zywe czyli z nienaruszong blong
komorkowa. DEAD red jest barwnikiem czerwonej fluorescencji i wybarwia tylko komorki
z uszkodzong btong [Mitchell i in., 1998]. Do sporzadzenia mieszaniny barwigcej uzyto po
2 pl barwnika SYTO 10 i barwnika DEAD red, ktore rozpuszczono w 1 ml buforu HBSS.

Komorki byty inkubowane z badany zwiazkiem w stezeniu 5, 10, 15,251 50 pg/ml
przez 24 148 godzin. Po tym czasie komorki przeptukano buforem HBSS. Po zlaniu buforu
dodano 250 pl roztworu mieszaniny barwnikéw 1 komorki inkubowano przez 15 minut w
ciemno$ci w temperaturze pokojowej. Nastgpnie komorki przeptukano buforem HBSS a
pozniej utrwalano przez godzing w 4 % roztworze aldehydu glutarowego w buforze HBSS.
Komorki ponownie przeptukano swiezym buforem HBSS. Obserwacje prowadzono przy
uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Labophot 2 przy dtugosci fali 490 nm. Analizie
poddano 1000 komoérek z losowo wybranych miejsc. Badanie wykonano w trzech
powtorzeniach. W celu okre$lenia réznic statystycznych migdzy grupami zastosowano test

t-Studenta, gdzie wartosci p <0,05 uznano za istotne statystycznie.

3.4.9. Barwienie komorek jodkiem propidionowym i Hoechstem 33342

Metoda ta umozliwia identyfikacj¢ komorek apoptotycznych i nekrotycznych na
podstawie fluorescencji barwnikéw wigzacych si¢ z DNA. W oznaczeniu wykorzystano dwa
barwniki: jodek propidionowy, ktory jest barwnikiem rézowej fluorescencji martwych
komorek i nieselektywnie tgczy si¢ do dwuniciowego DNA (dsDNA) co 4-5 par zasad oraz

Hoechst 33342 bedacy barwnikiem niebieskiej fluorescencji, ktory przenika zar6wno do
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komorek zywych jak 1 apoptotycznych i wbudowuje si¢ do dsSDNA w miejscach bogatych

w adening i tyming [Jankowska i in., 1997]. Do sporzadzenia mieszaniny barwigcej uzyto:
e jodek propidionowy - 300 ul (stezenie wyj$ciowe 0,5 mg/ml)
e Hoechst 33342 - 200 pl (stezenie wyjsciowe 0,4 mg/ml)

e woda destylowana - 500 ul

Odpowiednio przygotowang mieszaning barwnikéw dodawano w objetosci 2,5 ul
na 1 ml pozywki zawierajacej komorki. Nastepnie inkubowano je w ciemnosci przez 5 minut
w temperaturze 37°C. Po tym czasie dokonano analizy komorek pod mikroskopem
fluorescencyjnym Nikon Labophot 2 przy dlugosci fali 420 nm. W obrazie mikroskopowym
analizowano ilo$¢ komorek apoptotycznych, nekrotycznych oraz prawidlowych. Jodek
propidionowy powodowat rézowe zabarwienie komodrek nekrotycznych, natomiast barwnik
Hoechst 33342 wybarwiatl jadra komodrek prawidlowych na niebiesko, jednoczes$nie
powodujac jasnoniebieskie §wiecenie komodrek apoptotycznych. Do okreslenia rdznic
statystycznych miedzy grupami zastosowano test t-Studenta, gdzie wartosci p <0,05 uznano
za istotne statystycznie. Do obliczen brano pod uwage 1000 komoérek z losowo wybranych

miejsc. Kazdg analize wykonano w trzech powtorzeniach.

3.4.10. Analiza komorek cytometrem przeplywowym

Jedna ze zmian zachodzacych w komoérce podczas procesu apoptozy jest
przemieszczenie fosfatydyloseryny z wewnetrznej do zewnetrznej warstwy fosfolipidowe;j
btony komorkowej. Aneksyna V swoiscie wigze si¢ z fosfatydyloseryng i pozwala na jej
wykrycie w btonie komorkowej. Zastosowanie jednoczesnego barwienia aneksyng V
sprzgzong z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) i jodkiem propidyny (PI) pozwala na

wykrycie komorek z uszkodzong btong komorkowa [Bartnik i in., 2016].

Komoérki inkubowano z badanym zwigzkiem w stezeniach 5, 10, 15, 25 i 50 ug/ml
przez 24 1 48 godzin 1 wykonano cytometryczng analize komoérek apoptotycznych i
nekrotycznych z wykorzystaniem testu aneksyny V- FITC/ PI. W tym celu komoérki plukano
buforem PBS bez jonow Ca?*/Mg?*, a nastepnie inkubowano z roztworem trypsyny w EDTA

przez 3 minuty. Po odklejeniu komorek, do ptytek hodowlanych dodawano ptyn hodowlany

76



wzbogacony 10% surowicg w celu inaktywacji trypsyny. Nastgpnie, komorki zbierano do
probowek pomiarowych o pojemnosci 15 ml i wirowano (1000 obr./min) przez 5 minut. Po
dwukrotnym przeptukaniu komérek PBS (bez jonéw Ca?*/Mg?*) i zwirowaniu, zawieszano
je w buforze wigzagcym. Do probowek pomiarowych zawierajacych po 100 ul zawiesiny
komoérkowej dodawano po 5 pl roztworu Aneksyny V i 10 pl roztworu PI. W dalszym etapie
komorki inkubowano w ciemnos$ci w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po czym, do
kazdej probowki dodawano po 400 pl buforu wigzacego. W przeciggu 1 godziny od
zakonczenia procesu barwienia przeprowadzano analiz¢ zywych i martwych komorek przy
uzyciu cytometru przeplywowego FACS Calibur. Fluorescencje barwnikéw mierzono w

kanatach FL1- i FL-3.

Metoda ta pozwala wykry¢ 4 populacje komorek:
e nie wigzace aneksyny i nie wigzace PI (An-/Pl-) czyli komorki zywe
e wigzace aneksyne i nie wigzace PI (An+/Pl-), komorki wczesnoapoptotyczne
e wigzace aneksyne i wigzace PI (An+/PI+), komorki péznoapoptotyczne

e nie wigzace aneksyny i wigzace PI (An-/PI+), komorki nekrotyczne

3.4.11. Pomiary parametrow morfometrycznych komorek wybranych linii

komorkowych

Komorki uzyte do badan byly inkubowane z lenzozydem AP w stezeniu 15 pg/ml
przez 24 godziny. Komorki delikatnie zeskrobywano przy uzyciu skrobaka do komorek, a
nastepnie utrwalano w 4% roztworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze
kakodylanowym przez 2 godziny i 1% czterotlenku osmu przez nast¢gpne 2 godziny.
Procedurg przeprowadzono w temperaturze 4°C. Nastepnie komorki byly odwadniane w
szeregu alkoholow 1 acetonow a w dalszej kolejnosci zatapiane w zywicy LR White.
Poltcienkie skrawki pocigto nozem diamentowym na mikrotomie RMC MT - XL (Tucson,
Arizona, USA). Nastepnie skrawki zabarwiano 1% biekitem toluidynowym i analizowano
pod mikroskopem §wietlnym Olympus BX40 wyposazonym w aparat cyfrowy Soft Imaging
System (SIS) Color View III. Analiz¢ morfometryczng przeprowadzono przy 40-krotnym
powiekszeniu. W analizie uwzgledniano dlugos¢, szerokosc¢, pole powierzchni, obwod oraz
srednice komorek. Analizowano 1000 komorek z 20 réznych miejsc. Roznice statystyczne
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mig¢dzy grupami okreslono za pomocg testu t-Studenta, gdzie wartosci p <0,05 uznano za

istotne statystycznie.

3.4.12. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Komorki nowotworowe linii HeLa 1 Hep-2 oraz komorki prawidtowe (linia HSF) byty
inkubowane z lenzozydem AP w stezeniach 5, 10, 15, 25 1 50 pg/ml przez 24 i 48 godzin.
Nastepnie zlewano pozywke i ptukano komorki buforem PBS. Komorki utrwalano w 4%
aldehydzie glutarowym w 100 mM buforze kakodylanowym przez 1 godzing 1 1%
czterotlenku osmu przez nastgpne 1,5 godziny. Procedure przeprowadzono w temperaturze
4°C. Nastepnie komorki odwadniano w rosnagcym szeregu stezen roztworow acetonu (30-
100%) w temperaturze pokojowej, suszono w punkcie krytycznym oraz napylono ztotem w
napylarce Emitech K550X. Probki obserwowano przy uzyciu mikroskopu TESCAN Vega 3
LMU (Czechy).

3.4.13. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Do zbadania ultrastruktury komorek zastosowano transmisyjny mikroskop
elektronowy. Komorki (linii HeLa, Hep-2, HSF), po zlaniu podloza hodowlanego,
przemywano buforem PBS i utrwalano przez 2 godziny w 4 % roztworze aldehydu
glutarowego w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,4. Po tym czasie, zlano roztwor
utrwalacza i przeplukano komorki 0,1 M buforem kakodylanowym. Nastepnie komorki
utrwalano przez 1,5 godziny w 1 % roztworze czterotlenku osmu w 0,1 M buforze
kakodylanowym o pH 7,4 i ponownie ptukano 0,1 M buforem kakodylanowym. Procedurg
prowadzono w temperaturze 4 °C. Kolejnym etapem bylo odwodnienie komoérek w
rosngcym szeregu acetonu (30 -100%) w temperaturze pokojowej. Tak przygotowane
komorki przesycano mieszankami acetonu i zywicy LR White (odpowiednio w stosunku
3:1, 1:1, 1:3 acetonu do zywicy) przez 2 godziny kazda, a nast¢pnie zatapiano w czystej
zywicy (2x 3 godziny) 1 polimeryzowano w temperaturze 55 ° C przez calg noc. Zatopiony
materiat trymowano 1 ci¢to na ultracienkie skrawki o grubosci 65-75 nm za pomoca
mikrotomu RMC MT — XL (Tucson, Arizona, USA). Skrawki umieszczono na miedzianych

siatkach a nastgpnie kontrastowano przy uzyciu octanu uranylu i odczynnika Reynoldsa
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(podrozdziat 4.13.1). Preparaty ogladano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym
Zeiss EM 900 (Carl Zeiss, Niemcy).

3.4.13.1. Kontrastowanie preparatéw do transmisyjnego mikroskopu elektronowego

Na szalce Petriego potozono plytke parafinowa i naniesiono kilka kropli octanu
uranylu. Nastepnie za pomocg pesetki na kropli umieszczono siatke miedziang z
preparatami (strong I$nigcg do kropli) i zamknigto szalke. Preparaty inkubowano przez 15-
20 minut. Po tym czasie odciggni¢to octan uranylu przy uzyciu bibutki i ptukano siatki w
wodzie redestylowanej wygotowanej do potowy objetosci. Nastepnie siatki umieszczono w
kropli odczynnika Reynoldsa (azotan otowiu, cytrynian sodu, pH 12) na szalce z dodatkiem
tusek NaOH (w celu wigzania nadmiaru COy). Siatki barwiono przez 13 minut a p6zniej
odciagni¢to odczynnik Reynoldsa i plukano w trzech zmianach wody redestylowanej. Siatki

suszono na bibule w szalce Petriego.

3.4.16. Barwienie komorek dihydrorodaming (DHR) 123

Barwienie dihydrorodaming 123 pozwala na wykrycie stresu oksydacyjnego
pojawiajacego si¢ w komoérkach. Barwnik DHR 123 nie posiada tadunku dzigki czemu moze
biernie dyfundowa¢ w poprzek btony. W cytoplazmie komorki dihydrorodamina jest
utleniana przez reaktywne formy tlenu (ROS) do kationowej rodaminy 123, ktéra lokalizujac

si¢ w mitochondriach daje zielong fluorescencje [Viladevall i in., 2004].

Do hodowli komorkowych dodawano lenzozyd AB w stezeniach 5, 10, 15, 25 1 50
ug/ml i inkubowano przez 24 i 48 godzin. Nastepnie komorki przeptukiwano buforem PBS
I zawieszano w buforze PBS o pH 7,4, po czym dodawano barwnik DHR 123 do uzyskania
koncowego stezenia 0,5 pg/ml i inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37°C.
Obserwacje prowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Labophot 2
uzywajac filtra B-2A. Do obliczen brano pod uwage 1000 komoérek z losowo wybranych
miejsc. Kazdy pomiar wykonano w trzech powtdrzeniach. Do okreSlenia rdznic
statystycznych miedzy grupami zastosowano test t-Studenta, gdzie wartosci p <0,05 uznano

za istotne statystycznie.
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IV. Wyniki

4.1. Interakcje lenzozydu AP z liposomami utworzonymi z
dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC)

W badaniach zastosowano spektroskopie absorpcyjng w podczerwieni z transformatg
Fouriera (FTIR), ktora jest czulg technika umozliwiajaca analizy oddziatywan
molekularnych, miedzy innymi w btonach lipidowych. Metoda ta umozliwia zbadanie
wptywu dodatkowych sktadnikow na wiasciwosci btony jak réwniez wptyw samej btony na
znajdujace sie¢ w niej czasteczki. W widmach absorpcyjnych czystych liposomow
naniesionych na krysztat ATR poprzez odparowanie buforu na bazie DO s3 widoczne
pasma odpowiadajace réznym drganiom. Obszar w zakresie 3500-3000 cm™ jest
charakterystyczny dla drgan rozciaggajacych O—H. Region 2800-3000 cm™ odpowiada
drganiom rozciggajacym (symetrycznym i antysymetrycznym) grup — CHz i — CHzs , ktérych
maksima s przy 2916 cm?t i 2849 cm™. Drgania rozciagajace estrowych grup
karbonylowych DPPC wystepuja przy 1734 cm™. Pasmo przy 1468 cm™ reprezentowane
jest przez drgania nozycowe grup —CHa, za§ pasmo 1378 cm™ odpowiada drganiom
parasolowym grup — CHs. W obszarze grup polarnych fosfolipidow obecne sg trzy gtowne
pasma reprezentujace drgania antysymetryczne rozciagajace grup — PO (1242 cml),
symetryczne rozciggajace grup — POz (1090 cm™) czeéciowo nachodzace na pasmo
reprezentujace drgania rozciagajace ugrupowania C—O—-P—O-C oraz pasmo odpowiadajace
drganiom antysymetrycznym rozciagajacym grupy N*— CHs (969 cm™). Tak wiec, analiza
widm FTIR umozliwia badania oddziatywania roznych czasteczek z lipidami w btonie, w

roéznych jej rejonach.

Ryciny 17-18 przedstawiajg widma absorpcji w podczerwieni czystych liposomow
utworzonych z DPPC, liposomow z dodatkiem lenzozydu AP (LAPB) oraz widmo réznicowe.
Widma byty normalizowane przy maksimum pasma 1467 cm™ charakterystycznego dla

drgan nozycowych grup — CHoz.

Whbudowanie badanego flawonoidu do modelowych bton lipidowych spowodowato
wyrazne efekty w roznych regionach dwuwarstwy lipidowej. Analiza widm wykazata

obecno$¢ szerokiego pasma z maksimum przy 3367 cm

o duzej intensywnosci
charakterystycznego dla drgan rozciggajacych O—H (Ryc. 17 A). Pasmo to wskazuje na

zwiekszone przytaczanie czasteczek wody przez probki lipidu z dodatkiem flawonoidu za
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pomoca wigzan wodorowych. Ujemne pasma w widmie roznicowym z maksimami przy
2910 i 2845 cm? odpowiadajace drganiom rozciagajacym (symetrycznym i
antysymetrycznym) grup — CHz tancuchow alkilowych zostaly przesuni¢te w kierunku
nizszych liczb falowych, co potwierdza, niewielkie uptynniajgce dziatanie zwigzku w
stosunku do frakcji lipidowej (Ryc. 17 A). Najprawdopodobniej jest to zwigzane z mniej
zwartym utozeniem czasteczek lipidowych zwigzanym z obecnos$cig badanego zwigzku.
Jednoczesnie w widmie réznicowym przedstawionym na rycinie 1 B mozemy obserwowacé

!, Obserwuje si¢ rowniez pasmo

obecnos¢ ujemnego pasma z maksimum przy 1735 cm”
przesunigte w kierunku nizszych czestoéci (1655 cm™) z dodatkowym ramieniem przy 1686
cm?, charakteryzujace si¢ zwickszona intensywnoscia (Ryc. 17 B). Jest to zwigzane z

przytaczaniem przez lenzozyd AP czasteczek wody za pomoca wigzanh wodorowych.

Znaczace i wyrazne zmiany, zwigzane z obecnoscig badanego zwigzku w modelowych
blonach, wykazano w obszarze drgan symetrycznych rozciggajacych grup — PO2™ (1090 cm”
1Y oraz grupy C-O-P-O-C (1068 cm 1) lipidu, gdzie nastapit wzrost intensywnosci tych
pasm (Ryc. 18). Wskazuje to wyraznie na miejsce interakcji badanego zwigzku oraz
oddziatywanie pomiedzy gtowami hydrofilowymi lipidu a badanym zwigzkiem za pomoca

wigzan wodorowych.
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Ryc. 17. A - widma absorpcyjne z rejonu 3700-2500 cm™, B - widma absorpcyjne z rejonu 1800 —
1350 cm?®. Widma absorpcyjne liposomoéw sporzadzonych z czystego DPPC (linia ciagla),
liposoméw DPPC z dodatkiem lenzozydu AB (linia czerwona, przerywana), czystego lenzozydu A
(wykres na dole, czerwona, przerywana linia) oraz widmo réznicowe (wykres na dole, linia ciagta).
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Ryc. 18. Widma FTIR liposoméw w przedziale 1300-900 cm-1 uformowanych z DPPC (linia
ciagla), liposomoéw DPPC z dodatkiem lenzozydu AP (linia przerywana), czystego lenzozydu Ap
(LAB) (wykres na dole, linia przerywana) oraz widmo réznicowe (wykres na dole, linia ciagta).

4.2. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komérek z hodowli in
vitro

Odzialywanie lenzozydu Af na komorki z linii HeLa, Hep-2 i HSF badano na poziomie
molekularnym technika absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni z transformatg Fouriera

(FTIR). Komorki byty inkubowane z lenzozydem w stezeniu 15 pg/ml przez 24 1 48 godzin.

4.2.1. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komérek z linii HeLa po 24
godzinach inkubacji

Rycina 19 przedstawia widma absorpcyjne w podczerwieni komorek kontrolnych raka
szyjki macicy czlowieka (HeLa) i inkubowanych z lenzozydem AP oraz widmo réznicowe.

Widma byly normalizowane polem z obszaru 2500 - 3800 cm™ charakterystycznym dla
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drgan rozciggajacych grup C-H (maksimum przy 2923 cm™) oraz drgan rozciagajacych grup
O-H (maksimum przy 3288 cm™).

Analiza widm wykazata obecno$¢ szerokiego, ujemnego pasma z maksimum przy
3288 cm™? o duzej intensywnosci charakterystycznego dla drgan rozciggajacych O-H.
Wskazuje to, ze flawonoid powoduje zmniejszone przylaczanie czasteczek wody przez
komorki za pomocg wigzan wodorowych. Ponadto, w rejonie odpowiadajagcym drganiom
rozciagajacym estrowych grup karbonylowych (1741 cm™) nastapit wzrost intensywnosci.
Dodanie zwigzku spowodowato réwniez silny efekt w rejonie lipidowym komorek (~ 900 -
1200 cm™).W obszarze gtéw polarnych fosfolipidéw w pasmach odpowiadajacych
drganiom rozciagajacym grupy C-O-P-O-C (1056 cm™) oraz drganiom symetrycznym
rozciggajacym grup — POz (1082 cm™), nastgpit wzrost intensywnosci. Wskazuje to
wyraznie na oddziatywanie lenzozydu AP z gtowami hydrofilowymi lipidow za pomoca
wigzan wodorowych. Jednoczesénie, lenzozyd AP spowodowal obnizenie intensywnosci
pasma z maksimum przy 1237 cm? charakterystycznego dla drgan antysymetrycznych
rozciggajacych grup — POz, co wskazuje na przerwanie wigzan wodorowych w tym rejonie.
Dodanie flawonoidu spowodowalo tagodny efekt w rejonie amidu I (1600-1700 cm™) oraz
amidu Il (1510-1580 cm™) biatek. Obecno$é¢ ujemnego pasma w tym rejonie $wiadczy o
obnizeniu ilo$ci biatka (Ryc. 19). Aby okresli¢ molekularng organizacje bialek poddano
analizie rejon amidu | (Ryc. 20). Pasma w rejonie 1700-1600 cm™ reprezentuja rozne
struktury drugorzedowe biatek takie jak: antyrownolegte B-Kartki (1675-1695 cm™), a-helisy
(1648-1660 cm™), B-kartki (1625-1640 cm™), struktury nieuporzadkowane (1652-1660 cm”
1y oraz skrety (1660-1685 cm™) [Tamm, Tatulian 1997]. W regionie amidu I lenzozyd AP
wyrazne zmniejszyt ilo$é struktur typu skrety (1665 ¢cm™). Jednoczes$nie obserwowano
zwickszenie iloéci struktur biatkowych typu B-Kartki (1626 cm™, 1619 cm™). Taki wynik

potwierdza, ze badany zwigzek powoduje czgsciowq agregacje bialek.
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Ryc. 19. Widma absorpcyjne w podczerwieni komorek Hela kontrolnych (czarna linia) i
inkubowanych z lenzozydem AP (LAP) (czerwona, przerywana linia) przez 24 godziny (wykres na

gorze) oraz widmo roznicowe (wykres na dole).
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Ryc. 20. Widma absorpcyjne z regionu amidu I w komoérkach linii HelLa (czarna linia) i
inkubowanych z lenzozydem Ap (LAP) przez 24 godziny (czerwona, przerywana linia). Na dole
widmo réznicowe.
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4.2.2. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komérek z linii HeLa po 48
godzinach inkubacji

Widma FTIR komoérek kontrolnych linii HeLa i1 inkubowanych z badanym zwigzkiem
przez 48 godzin oraz widmo réznicowe przedstawiono na rycinie 21. Widma zostaly
znormalizowane do jedynki przy maksimum pasma 980 cm™ charakterystycznego dla

antysymetrycznych rozciggajacych grupy N*— CHs.

Badania wlasne wykazaty, ze zwigzek w niewielkim stopniu wplywat na lipidowe
sktadniki komérek raka szyjki macicy (rejon ~ 900 -1200 cm™) inkubowanych przez 48
godzin, jednocze$nie wywierajac znaczacy wplyw na ich sktadniki biatkowe. Po dodaniu
flawonoidu obserwowano obecno$¢ ujemnego pasma z maksimum przy 3285 cm’
odpowiadajacego drganiom rozciggajacym grup O-H. Wskazuje to na, zmniejszone
przytaczanie czasteczek wody przez komoérki za pomoca wigzan wodorowych. Niewielkie
zmiany zaobserwowano w obszarze odpowiadajagcym drganiom rozciggajacym grupy C-O-
P-O-C (1081 cm™), gdzie nastgpito przesuniecie pasma w kierunku wyzszych
czestotliwosci. Moze to sugerowaé pekanie wigzan wodorowych. Wyrazne zmiany
odnotowano w rejonie amidu 1 (1600-1700 cm™) i amidu Il (1510-1580 cm™). Ujemne
pasmo w obszarze amidu | wskazuje na zmniejszenie stgzenia biatek po inkubacji z

lenzozydem A (Ryc. 21).

Analizujac pasma regionu amidu I (Ryc. 22) zbadano molekularng organizacje biatek.
W tym regionie lenzozyd AP zmniejszyl ilo$¢ struktur typu B-kartki (1627 cm).
Jednoczesnie zwickszyt ilo$¢ nieuporzadkowanych struktur biatkowych (1667 cm™) jak
rowniez  struktur typu petle i skrety (1686 cm™). Uzyskane wyniki wskazuja, ze po
dhluzszym czasie inkubacji flawonoid hamuj¢ synteze bialek oraz powoduje ich czgsciowa

denaturacje.
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Ryc. 21. Gérny panel ryciny przedstawia widma FTIR komorek linii HeLa kontrolnych (czarna linia)

i inkubowanych z lenzozydem AR (LAB) (czerwona, przerywana linia) przez 48 godzin. Na dolnym
panelu widoczne jest widmo samego flawonoidu oraz widmo réznicowe.
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Ryc. 22. Region amidu I w komorkach kontrolnych linii HeLa (goérny wykres, czarna linia)
poddanych dziataniu lenzozydu AP przez 48 godzin (gorny wykres, przerywana linia). Dolny wykres
przedstawia widmo réznicowe.
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4.2.3. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komérek z linii Hep-2 po 24

godzinach inkubacji

Na rycinie 23 przedstawiono widma FTIR komoérek kontrolnych raka krtani (Hep-2)
1 inkubowanych z badanym zwigzkiem przez 24 godziny oraz widmo réznicowe. Podobnie
jak w przypadku linii HeLa widma byly normalizowane przy maksimum pasma

charakterystycznego dla drgan antysymetrycznych rozciggajacych grupy N*— CHs.

Po dodaniu flawonoidu obserwowano obecno$¢ szerokiego, ujemnego pasma z
maksimum przy 3286 cm™ charakterystycznego dla drgan rozciagajacych O—H (Ryc. 23).
Pasmo to wskazuje, ze lenzozyd AP powoduje zmniejszone przylaczanie czasteczek wody
przez komorki za pomocg wigzan wodorowych. Lenzozyd A nie wptywal na rejon lipidowy

komoérek (~ 900 -1200 cm™) oraz na rejon amidu | (1600-1700 cm™?) (Ryc. 24).
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Ryc. 23. Widma FTIR komorek raka krtani z hodowli kontrolnej (gérny wykres, czarna linia) oraz
komorek traktowanych LAP przez 24 godziny (gormy wykres, czerwona, przerywana linia). Na
dolnym wykresie przestawiono widma czystego zwigzku oraz widmo réznicowe.
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Ryc. 24. Wptyw lenzozydu AP na region amidu I w komodrkach kontrolnych linii Hep-2 i
inkubowanych z lenzozydem A przez 24 godziny.

4.2.4. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komérek z linii Hep-2 po 48

godzinach inkubacji

Rycina 25 przedstawia wyniki analiz spektroskopowych komorek kontrolnych Hep-2
1 traktowanych badanym zwigzkiem przez 48 godzin oraz widmo réznicowe. Podobnie jak
wczesniej widma zostaly znormalizowane przy maksimum pasma charakterystycznego dla

drgan antysymetrycznych rozciagajacych grupy N*— CHa.

Analiza widm wykazata obecnos¢ szerokiego, dodatniego pasma z maksimum przy
3289 cm™ o duzej intensywnosci charakterystycznego dla drgan rozciggajacych O—H. Taki
wynik wskazuje na to, ze lenzozyd AP zwigksza przylaczanie czasteczek wody przez

komorki za pomocg wigzan wodorowych. Dodanie flawonoidu spowodowato rowniez silny
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efekt w rejonie lipidowym komoérek (~ 900 -1200 cm™). W rejonie grup polarnych
fosfolipidow, w pasmie odpowiadajagcym drganiom rozciggajacym grupy C-O-P-O-C (1079
cm?), nastapit wzrost intensywnosci oraz przesunigcie pasma w kierunku nizszych
czestotliwosci. Wskazuje to wyraznie na miejsce interakcji badanego zwigzku oraz
oddziatywanie pomigdzy gtowami polarnymi lipidu a badanym zwigzkiem za pomoca
wigzan wodorowych. Dodanie flawonoidu spowodowato bardzo wyrazny efekt w rejonie

amidu | (1600-1700 cm™) oraz amidu 11 (1510-1580 cm™) biatek (Ryc. 25).

Dodatnie pasma w rejonie amidu | z maksimum przy 1647 cm™ i amidu Il z
maksimum przy 1541 cm? dowodza, ze lenzozyd AP zwicksza ilo§¢ komponentu
biatkowego komorek. Analiza pasma regionu amidu I (Ryc. 26) pozwala na badanie
molekularnej organizacji biatek. W regionie amidu I badany zwigzek powodowat wzrost
ilosci antyrownolegtych B-kartek (1696 cm™) oraz B-kartek (1619 cm™). Jednocze$nie
obnizat ilo$é a-helis i nieuporzadkowanych struktur biatkowych (1657 cm™). Wskazuije to,
na prawdopodobienstwo czesciowej agregacji bialek komorek linii Hep-2 pod wptywem

lenzozydu Ap.
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Ryc. 25. Na panelu gornym przedstawiono widma absorpcyjne w podczerwieni komorek
kontrolnych linii Hep-2 (czarna linia) i inkubowanych z LA przez 48 godzin (czerwona przerywana
linia). Dolny panel przedstawia widmo samego flawonoidu oraz widmo réznicowe.
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Ryc. 26. Zmiany w regionie amidu I w komoérkach Hep-2 inkubowanych z lenzozydem AB (LAB)
przez 48 godzin (czerwona, przerywana linia). Na dolnym wykresie widmo roznicowe.
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4.2.5. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komorek z linii HSF po 24

godzinach inkubacji

Widma FTIR komorek kontrolnych fibroblastow skoéry cztowieka (HSF) i
inkubowanych z lenzozydem A oraz widmo réznicowe i widmo samego lenzozydu Af
obrazuje rycina 27. Widma normalizowano do jedynki przy maksimum pasma przy
980 cm™.

Badania FTIR wskazuja na niewielki wptyw lenzozydu AP na fibroblasty skory
cztowieka. Analiza widma réznicowego wykazata, ze badany flawonoid powoduje wzrost
sity oscylatora w rejonie estrowych grup karbonylowych lipidow (1738 cm™) co dowodzi,
ze oddzialuje on w tym rejonie za pomocg wigzan wodorowych. Ponadto, w widmie
réznicowym widoczne jest przesunigcie pasma odpowiadajacego drganiom
antysymetrycznym grup — PO2™ w kierunku nizszych czestoéci z maksimum przy 1232 cm™
co wskazuje na niewielkie dzialanie usztywniajace w stosunku do frakcji lipidowe;.
Dodatnie pasmo w widmie réznicowym z maksimum przy 1649 cm™ dowodzi, ze badany

zwigzek powoduje wytworzenie dodatkowych biatek (Ryc. 27).

Dodanie lenzozydu AP spowodowato efekt w rejonie amidu I biatek (Ryc.28). Analiza
molekularna organizacji bialek wykazala, ze w regionie amidu I lenzozyd AP zmniejszyt
ilo§¢ struktur typu skrety oraz struktur nieuporzadkowanych (1662 cm™) jednocze$nie
zwickszajgc ilo$¢ struktur typu B-kartki (1624 cm™). Prawdopodobnie pod wptywem

badanego flawonoidu dochodzi do nieznacznej agregacji biatek.
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Ryc. 27. Analiza widm FTIR komorek linii HSF kontrolnych (czarna linia) i inkubowanych z

lenzozydem AP (LAP) przez 24 godziny (czerwona, przerywana linia) oraz widmo LA i widmo
réznicowe (dolny panel).
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Ryc. 28. Region amidu | w komoérkach kontrolnych fibroblastow skory cztowieka (HSF) (gorny
panel, czarna linia) i inkubowanych z lenzozydem AP (LAP) przez 24 godziny (gorny panel,
czerwona przerywana linia) oraz widmo réznicowe (dolny panel).
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4.2.6. Interakcje lenzozydu AP z lipidami i bialkami komoérek z linii HSF po 48
godzinach inkubacji

Rycina 29 przedstawia widma absorpcyjne w podczerwieni komorek z hodowli
kontrolnych fibroblastéw skory cztowieka i poddanych dzialaniu badanego zwigzku oraz
widmo réznicowe. Podobnie jak przy wczesniejszych analizach widma byty normalizowane
przy maksimum pasma charakterystycznego dla drgan antysymetrycznych rozciaggajacych
grupy N*— CHa.

Dodanie lenzozydu AP spowodowato zmiany w rejonie amidu I (1600-1700 cm™) i
amidu 1l (1510-1580 cm™) biatek (Ryc. 30). Dodatnie pasmo w obszarze amidu | z
maksimum przy 1649 cm™? $§wiadczy najprawdopodobniej o wzroécie stezenia biatek.
Szczegotowa analiza tego regionu wykazala, ze po 48 godzinnej inkubacji z badanym
zwigzkiem powstajg nowe biatka charakteryzujace si¢ wysoka zawartoscig struktur typu -
kartek 1 skretow oraz stosunkowo nizsza zawartoscig antyrownolegltych B-kartek i

nieuporzadkowanych struktur biatkowych.
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Ryc. 29. Widma absorpcyjne w podczerwieni komorek linii HSF kontrolnych (goérny panel, czarna
linia) i inkubowanych z lenzozydem AP (LAP) przez 48 godzin (gorny panel, czerwona przerywana
linia) oraz widmo réznicowe (dolny panel).
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Ryc. 30. Widma FTIR z regionu amidu [ komoérek linii HSF z hodowli kontrolnej (czarna linia) i
poddanych dziataniu lenzozydu AP (LAP) przez 48 godzin (czerwona, przerywana linia). Na dolnym
panelu przedstawiono widmo réznicowe.
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4.3. Wplyw lenzozydu AP na dynamiczne i strukturalne wlasciwosci

liposomow uformowanych z DPPC

Analiza widm H NMR liposoméw, w ktorych widoczne sa odpowiednie pasma
rezonansowe pochodzace z réznych fragmentéw czasteczek lipidow ulokowanych w
roznych rejonach dwuwarstwy lipidowej blony, pozwolita na obserwacje  zmian
strukturalnych i dynamicznych wtasciwosci bton pod wptywem lenzozydu AB. Rycina 31
przedstawia widmo H NMR liposoméw uformowanych z DPPC oraz liposoméw z
dodatkiem leznzozydu w stezeniu 1 mol% z widocznymi pasmami. Z prawej strony sa
widoczne pasma z obszaru hydrofobowego btony odpowiadajace grupom CHz i CHa
fosfolipidow. Pasma znajdujace si¢ po lewej stronie, odpowiadajag pasmom z regionu
cholinowych gtéw polarnych fosfolipidow. Do zawiesiny liposomow dodano chlorku
prazeodymu, co spowodowato powstanie dwoch pasm w rejonie polarnym. Pasmo
przesunigte w kierunku wyzszych wartosci (ppm) odpowiada strefie grup cholinowych
zewngtrznej warstwy liposomow natomiast pasmo przesuni¢te w kierunku nizszych warto$ci
(ppm) odpowiada strefie grup cholinowych wewngtrznej warstwy liposomow. Stosunek
powierzchni pod pikami (lout/lin) pochodzacymi od sygnatu z zewnetrznej i wewnetrznej
warstwy liposomoéw, jest proporcjonalny do ilosci gtéw cholinowych w wewnetrznej 1
zewngtrznej warstwie btony. Stosunek mniejszy niz 1 oznacza powstawanie liposomow

wielowarstwowych, za$ wigkszy liposoméw jednowarstwowych.

Badania 'H NMR, wykazaty, ze lenzozyd AP w niewielkim stopniu obnizyt warto§¢
parametru rozszczepienia (8) w rejonie gtow polarnych fosfolipidow z 0.6 ppm do 0.56 ppm.
Wynikato to z poszerzenia pasma odpowiadajacego strefie grup cholinowych wewnetrznej
warstwy liposoméw (N-(CHs)s ™). Obecno$¢ flawonoidu spowodowala rowniez
zwigkszenie parametru szerokosci potowkowej maksimum (v) odpowiadajgcego strefie grup
cholinowych wewnetrznej (N-(CHs)s ™) i zewnetrznej (N-(CHs)s ®') warstwy liposomow
odpowiednio o 22 % i 55 %. Badany zwigzek zwigkszyt rowniez warto$¢ szerokos$ci
potowkowej maksimum odpowiadajacego grupom —CH; w warstwie hydrofobowe;j lipidow
(v) z0.25 do 0.30 ppm (o 17%). Dodanie flawonoidu zmienito takze stosunek Iout/lin. W
przypadku czystych liposoméw sporzadzonych z DPPC wynosit on 0.84, co sugeruje
powstawanie liposomow wielowarstwowych. Za$ obecno$¢ lenzozydu AP spowodowata

obnizenie stosunku Iout/lin do wartosci 0.57. Taki efekt jest zwigzany najprawdopodobniej ze
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zmiang wiasciwo$ci fizycznych dwuwarstwy lipidowej przez LAP. Badany zwiazek

powoduje tworzenie wigkszych wielowarstwowych liposoméw DPPC.

1.2

DPPC
.......... DPPC + LAB

¥

Intensywnos¢ [ j.w.]

Przesunigcie chemiczne [ppm]

Ryc. 31. Widma H NMR liposom6éw uformowanych z DPPC (linia ciagta) oraz liposoméw DPPC
z dodatkiem lenzozydu Ap (linia przerywana).

4.4. Oddzialywanie lenzozydu AP z blonami wielkich jednowarstwowych

liposomow GUV uformowanych z DPPC

Rycina 32 przedstawia intensywnos$¢ fluorescencji, czas zycia fluorescencji oraz
anizotropi¢ pojedynczego liposomu typu GUV z wbudowanym lenzozydem A w stosunku
0,5 mol% do duwarstwy lipidowej zbudowane; z DPPC. Obrazy ukazujg przekroj
zeskanowanego liposomu z plaszczyzny ogniskowej mikroskopu konfokalnego. Na
otrzymanym obrazie intensywnos$¢ fluorescencji jest znacznie wyzsza w dolnym 1 gornym

rejonie btony (oznaczona czerwonym kolorem na obrazie anizotropii) w poréwnaniu do
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prawego i lewego regionu liposomu. Wynik ten wskazuje na planarng orientacje przej$cia
dipolowego lenzozydu AP w stosunku do ptaszczyzny blony. Potwierdzaja to roéwniez
obliczenia kata pomiedzy kierunkiem przejscia dipolowego zwigzku wbudowanego w
dwuwarstwe lipidowa a osig normalng do plaszczyzny btony, oparte na intensywnosci
fluorescencji. Warto$¢ tego kata wynosi 58.9 +1.2. Na tej podstawie zasugerowano model
orientacji lenzozydu AP w stosunku do dwuwarstwy lipidowej przedstawiony na ryc. 33.

Taka orientacja sugeruje potencjalng role zwigzku jako niebieskiego filtra §wiatla.

Intensywnos$¢ Czas zycia Anizotropia

0 Intensywnosé [a.u.] 1 0.0 Czas zycia [ns] 5.0 0.0 Anizotropia 0.4

Ryc. 32. Wyniki obrazowania z zastosowaniem FLIM pojedynczego, reprezentatywnego pecherzyka
lipidowego z wbudowanym do fazy lipidowej lenzozydem AP. Trzy panele przedstawiaja kolejno
intensywnos¢ fluorescencji, czas zycia i anizotropig.

Dipolowy moment przejscia A

Lenzozydu AB i
‘LH\T‘ 0O$ normalna do
» . plaszczyzny

btony

Ryc. 33. Model orientacji lenzozydu A w stosunku do dwuwarstwy lipidowej btony.
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4.5. Wplyw lenzozydu AP na fizyczne wlasciwosci wielkich

jednowarstwowych liposomow (GUV)

W badaniach zastosowano technike roznicowej kalorymetrii skaningowej (DSC). Jako
materiat badawczy wykorzystano wielkie jednowarstwowe liposomy uformowane z DPPC.
Wyniki pomiarow przedstawiono na wykresie (Ryc. 34), a obliczone warto$ci parametrow
w tabeli 2 (Tab. 2). Wykazano, ze dodanie lenzozydu AP w st¢zeniu 0,5 %mol powodowato
przesunigcie w niewielkim stopniu temperatury gléwnego przejécia fazowego w strong
nizszych wartosci. Jednoczesnie flawonoid powodowal zanik przedprzej$cia fazowego.
Ponadto, badany zwiazek zmniejszyl 10-krotnie entalpi¢ kalorymetryczng. W czystych
liposomach wynosita ona 3542 + 40 kJ/mol, a w lipidach z dodatkiem lenzozydu AP
wynosita 349 + 5. Oddziatujac z lipidami, zwigzek zmniejszal rowniez kooperatywnos¢
przejs$cia, monitorowang jako szeroko$¢ potéwkowa piku (T12). Wyniki te wskazujg na

bardzo istotny wplyw lenzozydu AP na wiasciwosci strukturalne oraz dynamiczne bton

lipidowych.
12000
—— DPPC
= DPPC + lenzozyd 0,5 %mol
8000
& _
S
E Tm = 41,38°C
= Tm=41,16°C
[«
O _|
4000
@ \L
0 B ! 4 T \ —

30 35 40 45 50
Temperatura [°C]

Ryc. 34. Termogramy liposoméw utworzonych z DPPC dla lipidu bez dodatku (czarna linia) oraz
dodatkiem 0,5 %mol LA (linia czerwona).

104



Tab. 2. Wihasciwosci temperatury przejscia fazowego (Tm), entalpii kalorymetrycznej (AHcar)
oraz szerokosci potowkowej piku (T12) wyznaczonych na podstawie termograméw uzyskanych
dla wielkich liposmow utworzonych z DPPC oraz liposomow z dodatkiem 0,5 %mol LAP.

Parametry
Tm [°C] AHcal [kJ/moI] T2 [°C]
Probka
DPPC 41,38 £ 0,01 3542 +£40 0,24 + 0,01
DPPC + 0,5 %omol
41,16 +£ 0,01 349+ 5 0,45+ 0,01
lenzozyd AB

4.6. Wplyw lenzozydu AP na aktywnos¢ kanalow potasowych w
fibroblastach skory czlowieka (HSF)

Do oceny wptywu lenzozydu AP na aktywno$¢ kanaléw potasowych zastosowano
metode patch-clamp. W badaniach mierzono aktywnos¢ pojedynczych kanatow, na postawie
ktorej uzyskano krzywa pradowo-napigciowa, ktéra przecinata si¢ z osig odcietych w
poblizu potencjatlu odwrocenia dla jonow K™ (Ryc. 35 C). Oznacza to, ze rejestrowane
kanaty byly przepuszczalne gldéwnie dla tego jonu. Po 24-godzinnej inkubacji z LA
obserwowano wzrost prawdopodobienstwa otwarcia tych kanalow (Ryc. 35 D).Najwigksze
prawdopodobiefistwo otwarcia kanatow potasowych odnotowano przy napigciu 0 mV.
Potwierdzity to rowniez histogramy amplitud rejestrowanych pradéw stworzone na postawie

18 s zapisoOw (Ryc. 36).
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Ryc. 35. A - Aktywnos¢ pojedynczych kanalow w komodrkach HSF, B - Aktywno$¢ pojedynczych
kanatow w komoérkach HSF poddanych dziataniu lenzozydu AP, C - charakterystyka pradowo-
napigciowa kanatow w komorkach, D - wykres przedstawiajacy prawdopodobienstwo otwarcia
kanatu w warunkach standardowych i po inkubacji z badanym zwigzkiem.
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Ryc. 36. Porownanie aktywno$ci pojedynczych kanatow obecnych w fibroblastach skory cztowieka
przed (A) i po inkubacji z lenzozydem Ap (B).
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4.7. Analiza komorek testem czerwieni oboje¢tnej (NR)

Wptyw lenzozydu A na zywotno$¢ komoérek z hodowli in vitro okreslono za pomoca
testu czerwieni obojetnej. Uzyskane wyniki wykazaly, ze badany zwigzek charakteryzuje si¢
niewielka cytotoksycznoscig w stosunku do komoérek nowotworowych i prawidlowych w
obu czasach inkubacji i we wszystkich badanych dawkach. W przypadku linii HeLa po 48
godzinach inkubacji odnotowano obnizenie zywotnosci do 90,5% w najwyzszej dawce
flawonoidu (Ryc. 37 A). Najstabsze dziatanie cytotoksyczne obserwowano w komorkach
linii Hep-2, ktorych zywotno$¢ po 48 godzinach w stezeniu 50 pg/ml wynosita 96,6 % (Ryc.
37 B). W komorkach prawidtowych poddanych dzialaniu lenzozydu AP zZywotno$é
zmniejszyta si¢ do 93,5 191,8% odpowiednio po 24 i 48 godzinach inkubacji (Ryc. 37 C).
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Ryc. 37. Wplyw lenzozydu AP na zywotno$¢ komorek z linii HeLa, Hep-2 i HSF. Wyniki
przedstawiono jako $rednie £ SD, n=3, * p < 0,05; test t-Studenta.
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4.8. Analiza cytotoksycznosci komorek testem LIVE/DEAD

Cytotoksyczne wilasciwosci lenzozydu AP na komorki z hodowli in vitro oceniono
dodatkowo za pomocg testu LIVE/DEAD. Test ten opiera si¢ na roznej przepuszczalnosci
bton zywych i martwych komoérek. Komorki zywe z nienaruszong btong komoérkowa
wybarwiajg si¢ na kolor zielony, natomiast komorki z uszkodzong btong (martwe)

wybarwiajg si¢ na kolor czerwony.

Analiza mikroskopowa komoérek z hodowli HelLa poddanych dziataniu badanego
flawonoidu wykazata wzrost ilosci komorek wybarwionych na kolor czerwony (Ryc. 38 B i
C). Obserwowano roéwniez obecnos¢ obkurczonych komoérek z licznymi pecherzykami
btony komorkowej (z6tte strzatki) (Ryc. 38 B i C). Wraz ze wzrostem stezenia zwigzku
malata ilo$¢ zywych komorek do 80,9 + 2,5% w najwyzszym stezeniu (24-godzinna
inkubacja). Dtuzszy czas inkubacji procent zywych komorek wynosit 77,8 +1,3% w dawce

50 pg/ml (Ryc. 38 D).

W komorkach z linii Hep-2 traktowanych lenzozydem A obserwowano niewielka
ilos¢ komorek z uszkodzong blong komoérkowa (wybarwionych na kolor czerwony). W
obrazie mikroskopowym obecne byly obkurczone komorki (Ryc. 39 B i C). 24-godzinna
inkubacja z flawonoidem w niewielkim stopniu obnizyta ilos¢ komérek zywych do 96,1 +
0,3% w stezeniu 50 pg/ml. Wydluzenie czasu inkubacji do 48 godzin spowodowato

obnizenie zywotnosci o 13,4 % (Ryc. 39 D).

W przypadku 24 godzinnej inkubacji komorek linii HSF z badanym zwigzkiem
obserwowano niewielkg 1lo§¢ komorek wybarwionych na czerwono. Komorki wykazywaty
normalng morfologie, nie odnotowano obkurczonych komorek (Ryc. 40 B i C). Wraz ze
wzrostem st¢zenia lenzozydu AP ilo$¢ komorek Zywych nieznacznie zmalata. Najsilniejsze
dziatanie obserwowano w stezeniu 50 pg/ml. W przypadku komorek poddanych dzialaniu
flawonoidu przez 48 godzin nastgpilo zmniejszenie poziomu komorek zywych do 92,1%

jedynie w najwyzszej dawce (Ryc. 40 D).
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Ryc. 38. Cytotoksyczne dzialanie lenzozydu AP na komorki HeLa. A - komorki kontrolne z linii
HelLa, B-C - komorki linii HeLa inkubowane z badanym flawonoidem , komorki z uszkodzong btona
sa wybarwione na kolor czerwony (biale strzatki), obecne sa rowniez obkurczone komorki z licznymi
pecherzykami btonowymi (zotte strzatki), D - procent zywych komorek po inkubacji z lenzozydem
AB. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n =3; * p < 0,05; ** p<0,005; test t-Studenta.
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Ryc. 39. Wplyw lenzozydu AP na zywotno$¢ komorek linii Hep-2. A - komorki kontrolne raka
krtani, B - komoérki poddane dzialaniu badanego zwiazku, widoczne obkurczone komorki z
pecherzykami btonowymi (biale strzatki), C - komoérki linii Hep-2 poddane dziataniu badanego
zwiazku, obecne komorki o jadrach wybarwionych na czerwono (zétta strzatka), D — procent zywych
komorek po inkubacji z lenzozydem AP. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n=3, * p <0,05;
** p <0,005; t-Studenta.
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Ryc. 40. Efekt aktywnos$ci lenzozydu AP na zywotno$¢ komoérek linii HSF. A - komoérki kontrolne
linii HSF, B-C - komorki linii HSF traktowane badanym flawonoidem, D - procent zywych komorek
po inkubacji z lenzozydem AP. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n=3, * p < 0,05; test t-
Studenta.

4.9. Indukcja apoptozy i nekrozy w komoérkach z hodowli in vitro pod

wplywem lenzozydu Af

W celu okres$lenia rodzaju $§mierci komdrkowej, indukowanej przez badany flawonoid
wykonano barwienie komorek jodkiem propidionowym i barwnikiem Hoechst 33342.
Komoérki linii HeLa, Hep-2 oraz HSF inkubowano z lenzozydem AP przez 24 1 48 godzin w
stezeniach 5, 10, 15, 25 i 50 png/ml. Komorki wykazujace okreslony rodzaj $mierci zliczono

i przedstawiono w stosunku do komorek zywych (Ryc. 41-43).
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W przypadku komorek z linii HeLa poddanych dziataniu lenzozydu AP odnotowano
wzrost poziomu apoptozy wraz ze wzrostem stezenia badanego zwiazku (Ryc. 44 A). W
porownaniu do komoérek kontrolnych apoptoza wzrosta od 2,11 + 0,43 % do 6,93 =+ 3,07
%, 12,81 £ 2,05 %, 11,27 £ 1,94 %, 17,16 = 1,27 % i 15,27 + 3,15 % po 24 godzinnej
inkubacji odpowiednio z 5, 10, 15, 25 i 50 pg/ml flawonoidu. Najwigcej komorek
apoptotycznych odnotowano w dawce 25 pg/ml. Obserwowano rowniez wzrost ilosci
komorek nekrotycznych od 0,31 + 0,31 % w kontroli do 3,7 + 2,52 % w komorkach
traktowanych badanym zwigzkiem w stezeniu 25 pg/ml. Po 48 godzinnej inkubacji
komorek raka szyjki macicy z lenzozydem AP réwniez nastgpit wzrost ilosci komorek
apoptotycznych wraz ze wzrostem stezenia zwigzku (Ryc. 44 B). Najwyzszy poziom
apoptozy odnotowano w stezeniu 50 pg/ml. Nastapit rowniez wzrost poziomu nekrozy,

ktéry przy najwyzszym stezeniu wynosit 3,5 + 0,7%.

W komorkach linii Hep-2 lenzozyd AP w niewielkim stopniu indukowat apoptoze
(Ryc. 45). W porownaniu do komoérek kontrolnych ilo§¢ komorek apoptotycznych wzrosta
od 1,22 + 0,2% w kontroli do 2,33 £+ 0,26%, 3,52 + 0,31%, 3,85+ 0,32, 3,65+ 0,21% 14,13
+ 0,45% po 24 godzinnej inkubacji z flawonoidem odpowiednio w st¢zeniu 5, 10, 15, 25 i
50 pg/ml. Najwyzszy poziom apoptozy i nekrozy odnotowano przy st¢zeniu 50 ug/ml (Ryc.
45 A). Po 48 godzinach inkubacji nastapil wzrost ilosci komorek apoptotycznych i
nekrotycznych w poréwnaniu do kontroli. Obserwowano wzrost poziomu apoptozy wraz ze
wzrostem st¢zenia lenzozydu Af. Najsilniej dzialajaca dawka indukujaca apoptoze (8,83%
komorek) byto stezenie 50 ug/ml (Ryc. 45 B).

W komorkach linii HSF lenzozyd AP nie indukowat apoptozy. Po 24 godzinnej
inkubacji nastgpit wzrost ilosci komorek apoptotycznych od 1,72 + 0,20 % w kontroli do
2,36 £ 0,32 % w komorkach traktowanych badanym zwigzkiem w stezeniu 50 pg/ml (Ryc.
46 A). Po dluzszym czasie inkubacji z flawonoidem nastapit wzrost apoptozy do 4,37 +
0,50% przy najwyzszym stezeniu. Po 24 godzinach odnotowano niewielki wzrost komorek
nekrotycznych natomiast po 48 godzinach nastgpit obnizenie ich ilosci w stosunku do
kontroli (Ryc. 46 B).
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Ryc. 41. Indukcja $mierci komorek linii HeLa przez lenzozyd Ap. Na rycinie przedstawiono obrazy
z mikroskopu fluorescencyjnego wykonane przy dtugosci fali 420 nm i powigkszeniu 600x (A) i
400x (B-C). Komorki niebieskie - komorki prawidtowe (zywe); komorki wykazujace intensywnie
niebieskie §wiecenie — komorki apoptotyczne. Zotte strzatki wskazuja ciatka apoptotyczne.

Ryc. 42. Wptyw lenzozydu AP na indukcj¢ apoptozy i nekrozy w komorkach linii Hep-2. Rycina
przedstawia obrazy wykonane za pomoca mikroskopu fluorescencyjnego przy dtugosci fali 420 nm
i powickszeniu 200x (A-B) i 400x (C). Zywe komorki wybarwione sa na niebieski kolor, komorki
apoptotyczne wykazuja intensywna niebieska fluorescencje. Zottymi strzatkami oznaczono ciatka
apoptotyczne.

Ryc. 43. Indukcja apoptozy w komorkach linii HSF inkubowanych z lenzozydem Af. Na rycinie
przedstawiono obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego wykonane przy dlugosci fali 420 nm i
powiekszeniu 400x (A-B) i 600x (C). Komoérki prawidtowe sg wybarwione na niebieski kolor,
komorki apoptotyczne wykazuja intensywne niebieskie Swiecenie (zo6tta strzalka).
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Ryc. 44. Procent komorek apoptotycznych i nekrotycznych w hodowli linii HeLa po 24-godzinnej
(A) i 48-godzinnej (B) inkubacji z lenzozydem AB. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n=3,
*p <0,05; ** p <0,005; *** p <0,0005; test t-Studenta.
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Ryc. 45. Wptyw lenzozydu AP na indukcje apoptozy i nekrozy w komorkach linii Hep-2 po 24-
godzinnej (A) i 48-godzinnej (B) inkubacji. Wryniki przedstawiono jako $rednie + SD, n=3,
*p <0,05; ** p<0,005; *** p < 0,0005; test t-Studenta.
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Ryc. 46. Procent komorek apoptotycznych i nekrotycznych w hodowli linii HSF po 24-godzinnej
(A) i 48-godzinnej (B) inkubacji z lenzozydem AP. Wyniki przestawiono jako $rednie + SD, n=3,
*p <0,05; ** <0,005; test t-Studenta.

4.10. Analiza komorek za pomocg cytometru przeplywowego

W celu uzupehnienia i potwierdzenia danych na temat indukcji apoptozy 1 nekrozy
przez LAP przeprowadzono analizy technikg cytometrii przeptywowej. Badane linie
komorkowe: HelLa, Hep-2 oraz HSF inkubowano z flawonoidem w stezeniach 5, 10, 15, 25
1 50 pg/ml przez 24 1 48 godzin, a nast¢pnie wykonano analizy komoérek wybarwionych

aneksyna V sprzezong z fluoresceing oraz jodkiem propidionowym.

W komorkach raka szyjki macicy (HelLa) po 24 godzinach inkubacji, lenzozyd A

indukowat apoptoze. Analiza wykazala, ze ilo$¢ komorek apoptotycznych (kwadrant Q2
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An+/Pl+- pdzna apoptoza i kwadrant Q4 An+/PI- wczesna apoptoza) rosta w sposob zalezny
od stezenia zwigzku. W poréwnaniu do komoérek kontrolnych apoptoza wzrosta od 0,72 +
0,44 % do 3,95 +0,39 %, 5,46 £ 0,33 %, 6,91 +0,97 %, 8,26 + 0,38 % i 7,23 £0,56 % po
inkubacji odpowiednio z 5, 10, 15, 25 1 50 pg/ml lenzozydu AP. Najwiecej komorek
apoptotycznych odnotowano w dawce 25 pg/ml. Jednoczes$nie lenzozyd AP w niewielkim
stopniu indukowat nekroz¢ komorek (kwadrant Q1 An-PI+) od 0,82 + 0,34 % w kontroli do
2,38 £ 0,27% w stezeniu 50 pug/ml (Ryc. 47.1).

Podobny trend obserwowano po 48 godzinach inkubacji z badanym flawonoidem
(Ryc. 47.2 B). Odnotowano wzrost ilo$ci apoptozy w zaleznosci od stgzenia zwigzku.
Najsilniej dziatajaca dawka byto stezenie 25 pg/ml (9,18 + 0,51%). Dluzszy czas inkubacji
spowodowat wzrost ilo$ci komodrek nekrotycznych od 2,09 + 0,23 % do 4,44 £ 0,49 % w
stezeniu 50 pg/ml.

W komorkach raka krtani (Hep-2) po 24 godzinach inkubacji rowniez odnotowano
niewielkg indukcj¢ apoptozy pod wplywem dziatania lenzozydu AB. W pordwnaniu do
komorek kontrolnych, liczba komorek apoptotycznych wzrosta od 1,35 + 0,47% w kontroli
do2,92+0,21%,4,33+£0, 56%, 4,78 £ 0,41%, 6,36 + 0,33% 1 4,82 + 0,36% po inkubacji
z badanym zwigzkiem odpowiednio w stezeniach 5, 10, 15, 251 50 pg/ml. Ponadto, dodanie
flawonoidu spowodowato wzrost ilosci komorek nekrotycznych w poréwnaniu do kontroli.
Najwieksza indukcje nekrozy odnotowano w nizszych stezeniach zwiagzku (5, 101 15 pg/ml)
(Ryc. 48.1). Po 48 godzinach inkubacji komorek raka krtani z lenzozydem AP nastapit
wzrost ilosci komorek apoptotycznych od 0,62 + 0,30% w kontroli do 3,36 + 0,41%, 4,03
+0,20%, 4,43 + 0,31%, 7,86 + 0,6% i 10,85 + 0,53% w komorkach poddanych dziataniu
zwigzku odpowiednio w st¢zeniach 5,10, 15, 25 1 50 pg/ml. Najskuteczniejsza dawka bylo
stezenie 50 pg/ml. Badany flawonoid indukowat rowniez nekroze. (Ryc. 48.2).

Lenzozyd AP w komorkach ludzkich fibroblastow skory (linia HSF) nie indukowat
apoptozy. Analiza cytometryczna wykazata, odpowiednio 2,90 + 0,18%, 3,10 + 0,44%, 3,11
+0,31%, 3,42+ 0,28 % 13,11 £0,17% po 24 godzinnej inkubacji z 5, 10, 15,251 50 pg/ml
badanego flawonoidu. Lenzozyd AP nie indukowat nekrozy w komoérkach HSF (Ryc. 49.1).
W stezeniu 50 pg/ml nastgpito obnizenie ilo$ci komodrek nekrotycznych. Po 48 godzinnej
inkubacji ludzkich fibroblastow z badanym zwigzkiem obserwowano nieznaczny wzrost

poziomu apoptozy i nekrozy w poréwnaniu do komoérek kontrolnych (Ryc. 49.2).
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Ryc. 47. Cytometryczna analiza komorek linii HeLa dla komoérek kontrolnych i inkubowanych z
lenzozydem AP przez 24 godziny (1A) 148 godzin (2A) w stezeniach 5, 10, 15, 25,50 pg/ml. Procent
komorek apoptotycznych i nekrotycznych w linii HeLa w roznych dawkach lenzozydu Ap i kontroli
po 24-godzinnej (1B) i 48-godzinnej (2B) inkubacji. n=3; * p <0,1; ** p < 0,01; *** p < 0,001; test
Anova.
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Ryc. 48. Analiza komorek linii Hep-2 przy pomocy cytometru przeptywowego po 24-godzinnej
(1A) i 48-godzinnej (2A) inkubacji z lenzozydem AB w stezeniach 5, 10, 15, 25 1 50 pg/ml. Procent
komorek apoptotycznych i nekrotycznych w linii Hep-2 w réznych dawkach lenzozydu Ap i kontroli
po 24-godzinnej (1B) i 48-godzinnej (2B) inkubacji. n=3; * p<0,1; ** p <0,01; *** p<0,001; test
Anova.
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Ryc. 49. Cytometryczna analiza wptywu lenzozydu A na indukcje apoptozy i nekrozy w komoérkach
linii HSF poddanych 24-godzinnej (1A) i 48-godzinnej (2A) inkubacji. Procent komorek
apoptotycznych i nekrotycznych w linii HSF w réznych dawkach badanego flawonoidu i kontroli po
24-godzinnej (1B) i 48-godzinnej (2B) inkubacji. n=3; * p < 0,1; ** p < 0,01; *** p < 0,001; test
Anova.
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4.11. Pomiary morfometryczne

Przeprowadzone badania miaty na celu por6wnanie parametroéw morfometrycznych
komorek nowotworowych z hodowli in vitro. Komorki inkubowano z lenzozydem Ap w
stezeniu wynoszacym 15 ug/ml przez 24 1 48 godzin. Analiza mikroskopowa wykazata, ze
zarowno w przypadku linii HeLa jak i Hep-2 dodanie lenzozydu Ap spowodowato wzrost
ilosci komorek ciemnych tj. charakteryzujacych si¢ jadrem ze skondensowang chromatyna.
Obserwowano réwniez zmniejszenie ilosci komorek i jader jasnych. Pomiary, wykonano
w probach kontrolnych (Ryc. 50 A, 51 A) oraz badanych komorek z linii HeLa i Hep-2
(Ryc. 50 B, 51 B).W komorkach zmierzono nastgpujace parametry morfometryczne:
dhugos¢, szerokos¢, obwod, srednicg oraz pole powierzchni jasnych i ciemnych komoérek

oraz jader komoérkowych.
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Ryc. 50. Komorki raka szyjki macicy (HeLa) - proba kontrolna (A) i komorki HeLa inkubowane z
lenzozydem AB (B) (pow. 630x). Zotte strzatki wskazuja komoérki jasne, natomiast zotte groty
komorki ciemne.
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4.11.1. Dlugos¢ komorek i ich jader z hodowli HeLa i Hep-2 in vitro

Jednym z parametréw jaki mierzono w badaniu byta dtugos¢ komorek i1 jader. W
komorkach linii HeLa inkubowanych z lenzozydem AP przez 24 godziny $rednia dtugos¢
komorek ciemnych i jader jasnych byla nieznacznie mniejsza niz ich $rednia dtugo$¢ w
probach kontrolnych. Dhugos¢ komorek ciemnych w probie kontrolnej wynosita 16,58 um,
natomiast w probie badanej zmniejszyla si¢ 0 2,7 % 1 wynosita 16,14 um. Z kolei $rednia
dtugosc¢ jader jasnych w kontroli wynosita 12,44 um, a w probie badanej 11,77 um. Oznacza
to, ze si¢ zmniejszyta o 5,4%. Dhugos¢ jader ciemnych nie ulegata znaczacej zmianie. W
probie kontrolnej wynosita 10,96 um, a po inkubacji z flawonoidem zmniejszyta si¢ do 10,7
pum. W wyniku dziatania lenzozydu zmianie ulegla rowniez $rednia dtugos¢ komorek

jasnych z 20,14 um w kontroli do 20,77 um w probie badanej (Ryc. 52 A).

Po 48 godzinnej inkubacji z lenzozydem AP, obserwowano znaczace zmniejszenie
dlugosci komorek i1 jader w stosunku do kontroli. Dtugo$¢ komorek jasnych w probie
kontrolnej wynosita 20,1 um, natomiast w probie badanej zmniejszyta si¢ 0 49,3% 1 wynosita
10,2 pum. Podobng zmiang¢ obserwowano w komorkach ciemnych traktowanych
flawonoidem. Ich $rednia dtugos¢ (9,13 um) zmniejszylta si¢ o 44,6% w poréwnaniu do
sredniej dlugosci komoérek (16,57 pum) z prob kontrolnych. Takg samag tendencje
odnotowano w przypadku pomiaru jader. Jadra jasne inkubowane z lenzozydem AP miaty
zmniejszong dlugos¢ o 50,8%, a jadra ciemne o 48,6% w stosunku do dlugosci

odpowiednich jader komorek z hodowli kontrolnej (Ryc. 52 B).

W komorkach linii Hep-2 zaré6wno po 24 jak 1 48 godzinnej inkubacji z badanym
zwigzkiem, obserwowano niewielkim zmniejszenie dtugosci zaréwno komorek ciemnych
jak 1jader jasnych i ciemnych. W komoérkach ciemnych, w probie kontrolnej srednia dtugosé
wynosita 19,07 pm, natomiast w probie badanej traktowanej lenzozydem AP przez 24
godziny dtugos¢ wynosita 18,05 um czyli zmniejszyta si¢ o 5,4%. W jadrach ciemnych po
inkubacji z flawonoidem S$rednia dtugo$¢ zmniejszyla si¢ o 7,1%. Taka samg tendencje
obserwowano rowniez w jadrach jasnych gdzie s$rednia dlugo$¢ wynosita 13,73 um
natomiast w probie badanej zmniejszyta si¢ o 7,2 % i wynosita 12,74 um. Dtugo$¢ komorek

jasnych pozostata bez zmian (Ryc. 53 A).

Po dtuzszym czasie inkubacji obserwowano podobne zmiany w dtugosci komorek i

jader. Srednia dlugo$¢ komorek ciemnych oraz jader ciemnych i jasnych traktowanych
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lenzozydem AP ulegla zmniejszeniu w poréwnaniu do kontroli odpowiednio o 4,6%, 1,4%

17,7% . Dlugo$¢ komorek jasnych nie ulegta zmianie (Ryc. 53 B).
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Ryc. 52. Porownanie dtugosci jasnych i ciemnych komorek oraz jader komorkowych w komorkach
(kontrolnych i poddanych dziataniu lenzozydu AB) z hodowli HeLa. A — 24-godzinna inkubacja,
B — 48-godzinna inkubacja. n =20; * p < 0,05; *** p <0,0005; test T-studenta.
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Ryc. 53. Dlugos¢ jasnych i ciemnych komorek oraz jader komérkowych w komorkach (kontrolnych
i traktowanych lenzozydem Ap) z hodowli Hep-2. A - 24-godzinna inkubacja, B — 48-godzinna
inkubacja. n=20; * p < 0,05; test t-Studenta.

4.11.2. Szerokos$¢ komorek i jader z hodowli HeLa i Hep-2 in vitro

Kolejnym analizowanym parametrem byla szeroko§¢ badanych komodrek. Komorki
HeLa traktowane lenzozydem AP przez 24 godziny charakteryzowaty si¢ zmniejszong
szeroko$cia zardwno komorek jasnych i ciemnych, jak rowniez jader jasnych. Srednia
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szeroko$¢ komorek jasnych w probie kontrolnej wynosita 21,47 pm, natomiast w probie
badanej ulegta zmniejszeniu o 12,7% i wynosita 18,75 pum. Srednia szeroko$é komérek
ciemnych poddanych dziataniu badanego flawonoidu wynosita 15,17 um i w poréwnaniu do
sredniej szeroko$¢ w komorek kontrolnych (15,89 um) zmniejszyla si¢ o 4,5%. Z kolei
szeroko$¢ jader jasnych zmniejszyta si¢ 0 10,9 % w stosunku do kontroli. Nie odnotowano
zmian §redniej szeroko$ci jader ciemnych po 24 godzinnej inkubacji z lenzozydem A (Ryc.

54 A).

W przypadku dhuzszego czasu inkubacji (48 godzin) obserwowano znaczace
zmniejszenie szeroko$ci komorek jasnych i ciemnych oraz jader jasnych i1 ciemnych.
Szerokos$¢ komorek ciemnych w probie kontrolnej wynosita 12,4 um, natomiast w wyniku
dziatania flawonoidu zmniejszyla si¢ do 9,12 pum (o 26,5%). Podobng tendencje
obserwowano w komorkach jasnych. Ich $rednia szeroko$¢ zmniejszyla si¢ 0 17,3%. Z kolei
$rednia szeroko$¢ jader ciemnych po inkubacji z lenzozydem AP wynosita 5,64 um i w
porownaniu do kontroli (7,61 pum) zmniejszyla si¢ 0 25,9%. Zmniejszeniu ulegta rowniez

szeroko$¢ jader jasnych (o0 25,7% w stosunku do proby kontrolnej) (Ryc. 54 B).

Lenzozyd AP zmniejszal rowniez szerokos¢ zaréwno komorek jak 1 jader w
hodowlach linii Hep-2. Po 24 godzinnej inkubacji obserwowano zmniejszenie szerokosci
komorek ciemnych i jasnych w porownaniu do kontroli odpowiednio o 14,7% 1 5,1%. W
jadrach ciemnych w probie kontrolnej srednia szeroko$¢ wynosita 12,28 pm a w komorkach
traktowanych badanym zwigzkiem $rednia szeroko$¢ wynosita 10,59 um. Oznacza to, ze
zmniejszyta si¢ o 13,8%. Z kolei $rednia szerokos$¢ jader jasnych zmniejszylta sie o 5,8%
(Ryc. 55 A). Po 48 godzinach obserwowano podobng tendencj¢. Pod wplywem dziatania
lenzozydu AP $rednia szeroko$¢ komorek jasnych zmniejszyta si¢ o 4,5% w stosunku do
kontroli. W komorkach ciemnych rowniez obserwowano zmniejszenie szerokosci z 17,13
um w probie kontrolnej do 15,85 um w probie badanej. Podobnie bylo w przypadku jader
ciemnych. Ich $rednia szeroko$¢ pod wpltywem flawonoidu ulegla zmniejszeniu o 17,9%.

Lenzozyd AP nie zmienial szerokosci jader jasnych w komorkach raka krtani (Ryc. 55 B).
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Ryc. 54. Szeroko$¢ jasnych i ciemnych komorek oraz jader komoérkowych w komdrkach
(kontrolnych i traktowanych lenzozydem A) z hodowli HeLa. A — po 24-godzinnej inkubacji, B-
po 48-godzinnej inkubacji. n=20; ** p < 0,005; *** p < 0,0005; test t-Studenta.
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A linia Hep-2 24 godz.
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Ryc. 55. Wptyw lenzozydu A na szeroko$¢ jasnych i ciemnych komorek oraz jader komérkowych
(kontrolnych i traktowanych lenzozydem AP) z hodowli Hep-2. A — 24-godzinna inkubacja,
B — 48-godzinna inkubacja. n=20; * p < 0,05; *** p <0,0005; test t-Studenta.

4.11.3. Obwod komérek i jader z hodowli HeLa i Hep-2 in vitro

W przeprowadzonych badaniach, mierzono takze obwod komorek oraz ich jader. W
komorkach linii HeLa inkubowanych z lenzozydem AP przez 24 godziny $redni obwod byt
mniejszy, niz $redni obwod komoérek kontrolnych (Ryc. 56 A). Sredni obwéd komérek

jasnych w probie kontrolnej wynosit 70,49 um, natomiast w probie badanej zmniejszyt si¢
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0 3% 1 wynosil 68,39 um. Podobng zmiang obserwowano w komoérkach ciemnych. W
komorkach traktowanych flawonoidem obwod zmniejszyt si¢ o 2,3% w poréwnaniu do
kontroli. Takg samg tendencje¢ odnotowano w przypadku pomiaru obwodu jader. Jadra jasne
inkubowane z lenzozydem A miaty zmniejszony obwod o 11,1%, a jadra ciemne o 3,3% w

stosunku do obwodu jader komorek z hodowli kontrolnej (Ryc. 56 A).

Po 48 godzinnej inkubacji $redni obwod komoérek i jader ulegt zmniejszeniu. W
komorkach jasnych w kontroli sredni obwod wynosit 42,95 um. Pod wptywem dziatania
lenzozydu AP zmniejszyt si¢ o 21,9%. Podobng zmian¢ obserwowano w komorkach
ciemnych. W komorkach inkubowanych flawonoidem obwod zmniejszyt si¢ o 24,7% w
poréwnaniu do kontroli. Zmniejszenie obwodu obserwowano réwniez w jadrach jasnych i
ciemnych. Jadra jasne inkubowane z lenzozydem A miaty zmniejszony obwdd o0 26,5%, a
jadra ciemne o0 29,4% w stosunku do obwodu jader komoérek z hodowli kontrolnej (Ryc. 56

B).

Lenzozyd AP zmienit w niewielkim stopniu obwdd komorek z linii Hep-2. Po 24
godzinach inkubacji z badanym zwigzkiem $redni obwdd komoérek 1 jader ulegh
zmniejszeniu. Obwod komorek jasnych w probie kontrolnej wynosit 69,8 um , natomiast w
probie badanej 66,9 um. Oznacza to, ze w komodrkach poddanych dziataniu flawonoidu,
obwdd zmniejszyt si¢ 0 4,2% w stosunku do kontroli. W komoérkach ciemnych traktowanych
flawonoidem obwodd zmniejszyt si¢ o 3,8% w pordwnaniu do kontroli. Podobne zmiany
odnotowano w przypadku pomiaru obwodu jader. Jadra jasne inkubowane z lenzozydem A3
mialy zmniejszony obwod o 5,6%, a jadra ciemne o 5,8% w stosunku do obwodu jader
komorek z hodowli kontrolnej (Ryc. 57 A). Po 48 godzinnej inkubacji roéwniez
obserwowano zmniejszenie obwodu zaréwno komérek jak i jader. Sredni obwod komorek
jasnych i ciemnych zmniejszyt si¢ w poréwnaniu do kontroli odpowiednio o 5,9% 1 3,8%.
W jadrach ciemnych proby kontrolnej $redni obwod wynosit 39,63 um, natomiast po
inkubacji z lenzozydem AP wynosit 36,91um. Oznacza to, ze zmniejszyt si¢ 0 6,9%. Z kolei
sredni obwdd jader jasnych zmniejszyt si¢ z 45,73 um w kontroli do 42,94 um w probie
badanej (Ryc. 57 B).
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Ryc. 56. Obwdd jasnych i ciemnych komorek oraz jader komorkowych (kontrolnych i poddanych
dziataniu lenzozydu Ap) z hodowli HeLa. A - 24-godzinna inkubacja, B — 48-godzinna inkubacja.
n=20; * p <0,05; *** p <0,0005; test t-Studenta.
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Ryc. 57. Poréwnanie zmian obwodu jasnych i ciemnych komoérek oraz jader komoérkowych
(kontrolnych i traktowanych lenzozydem Ap) z hodowli Hep-2. A — 24-godzinna inkubacja, B — 48-
godzinna inkubacja. n=20; * p < 0,05; test t-Studenta.

4.11.4. Srednica komorek i jader z hodowli Hela i Hep-2 in vitro

Kolejnym parametrem mierzonym w badaniach byta $rednica komorek i jader z

hodowli in vitro. W komorkach linii HeL.a inkubowanych przez 24 godziny z flawonoidem
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wykazano, zmniegjszenie $rednicy komorek ciemnych i jader ciemnych w stosunku do
hodowli kontrolnej. W komdrkach ciemnych, w probie kontrolnej $rednia §rednica wynosita
17,38 um, natomiast w probie badanej traktowanej lenzozydem AP przez 24 godziny
Srednica wynosita 16,76 um czyli zmniejszyla si¢ 0 4,1%. Z kolei $rednica jader ciemnych
zmniejszyta si¢ o 8,3% w stosunku do kontroli. Nie odnotowano zmian $rednicy komorek i

jader jasnych (Ryc. 58 A).

Po 48 godzinach inkubacji $rednia $rednica komorek jasnych traktowanych
lenzozydem AP wynosita 11,46 pm, natomiast srednica komoérek z proby kontrolnej 13,33
um. Oznacza to, ze $rednica komodrek badanych ulegta zmniejszeniu o 14,1%. Podobna
tendencje odnotowano dla komoérek ciemnych, w ktorych $rednia $rednica proby badanej
wynosita 9,94 um, za$ proby kontrolnej 13,27 pm. A wigc, $rednica komorek inkubowanych
z flawonoidem zmniejszyta si¢ o 24,1%. Podobne zmiany zaobserwowano w przypadku
mierzonej §rednicy jader. Jadra jasne komorek poddawanych dziataniu lenzozydu A miaty
zmniejszong $rednice o 28,3%, poniewaz $rednia $rednica proby badanej wynosita 5,94 pum,
za to w probie kontrolnej 8,29 um. W jadrach ciemnych $rednia $rednica proby badanej
wynosita 5,43 pm, podczas gdy, w probie kontrolnej 7,56 pm. Wskazuje to na obnizenie
srednicy jader ciemnych w komorkach traktowanych flawonoidem o 28,2% w stosunku do

komorek hodowli kontrolnej (Ryc. 58 B).

W przypadku linii Hep-2 réwniez nastgpito zmniejszenie srednicy komoérek ciemnych
oraz jader jasnych i ciemnych traktowanych flawonoidem. Srednica komérek jasnych nie
ulegta zmniejszeniu. Srednica komorek ciemnych w probie kontrolnej wynosita 19,2 um, a
w probie badanej zmniejszyla si¢ 0 7,9% 1 wynosita 17,7 pm. Podobne wyniki otrzymano
mierzac Srednice jader ciemnych, ktora zmniejszyta si¢ o 11,9% w stosunku do kontroli.
Jadra jasne komorek poddanych dziataniu zwigzku mialy zmniejszong $rednice o 3,1%
(Ryc. 59 A). Podobne wyniki otrzymano w przypadku komorek linii Hep-2 traktowanych
lenzozydem AP przez 48 godzin. Srednia $rednica komorek jasnych i ciemnych pod
wptywem badanego flawonoidu zmniejszyta si¢ odpowiednio o 6,6% 1 10,3%. W jadrach
ciemnych, w probie kontrolnej $rednia $rednica wynosita 13,26 pm, natomiast w probie
badanej traktowanej lenzozydem AP przez 48 godzin $rednica wynosita 11,65 pm czyli
zmniejszyta si¢ o 12,1%. Z kolei w przypadku jader jasnych nie obserwowano znaczacych

zmiany $rednicy (Ryc. 59 B).
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Ryc. 58. Wptyw lenzozydu AP na $rednice jasnych i ciemnych komoérek oraz jader komoérkowych z
hodowli HeLa. A — 24-godzinna inkubacja, B — 48-odzinna inkubacja. n=20; * p < 0,05; *** p <
0,0005; test t-Studenta.
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Ryc. 59. Poréwnanie zmian $rednicy jasnych i ciemnych komorek oraz jader komoérkowych
(kontrolnych i poddanych dziataniu lenzozydu Af). A — 24-godzinna inkubacja , B — 48-godzinna
inkubacja. n=20; * p < 0,05; ** p <0,005; test t-Studenta.
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4.11.5. Pole powierzchni komoérek i jader z hodowli HeLa i Hep-2 in vitro

W badaniach przeprowadzono rowniez pomiary wielkos$ci pola powierzchni, zaréwno
komorek jak 1 jader jasnych i ciemnych. Wykazano zmniejszenie tego parametru w

komorkach linii HeLa poddanych dziataniu lenzozydu Ap.

Po 24 godzinach inkubacji najwicksze zmiany odnotowano w przypadku komorek
ciemnych 1 jader ciemnych, w ktérych badany parametr ulegt zmniejszeniu odpowiednio

017,4% i 20,7% w stosunku do kontroli (Ryc. 60 A).

Po dtuzszym czasie inkubacji w komorkach jasnych pole powierzchni zmniejszylo sig
0 43,5% w stosunku do komorek kontrolnych. Tymczasem, w komorkach ciemnych
traktowanych flawonoidem $rednie pole powierzchni wynosito 57,1 pm?, natomiast $rednie
pole powierzchni proby kontrolnej réwnato sie 129,9 um?. Oznacza to, iz pole powierzchni
komorek ciemnych pod wptywem badanego zwigzku zmniejszyto si¢ o 56,1%. Dodanie
lenzozydu AP spowodowatlo rowniez zmniejszenie pola powierzchni jader jasnych i
ciemnych. Pole powierzchni jader jasnych zmniejszyto si¢ 0 33,9% w stosunku do kontroli.
W przypadku jader ciemnych z proby badanej pole powierzchni (24,8 um?) zmniejszyto sie
0 31,7% w stosunku do pola powierzchni jader ciemnych komdérek hodowli kontrolnej (36,3

um?) (Ryc. 60 B).

W komorkach linii Hep-2 po 24 godzinnej inkubacji z lenzozydem AP nastapito
niewielkie zmniejszenie tego parametru. Pole powierzchni komorek jasnych uleglto
zmniejszeniu o 3,9%. W komorkach ciemnych traktowanych badanym zwigzkiem, $rednie
pole powierzchni wynosito 274,6 pm? podczas gdy $rednie pole powierzchni komorek
kontrolnych wynosito 291,4 pum? W przypadku jader ciemnych pole powierzchni
zmniejszyto sie 0 4,6% w stosunku do kontroli (Ryc. 61 B). Podobne wyniki odnotowano
po 48 godzinnej inkubacji z badanym flawonoidem. Parametr ten ulegt zmniejszeniu
zarowno w przypadku komorek jak i jader. W komorkach jasnych w probie kontrolnej
$rednie pole powierzchni wynosito 364,5 um?, natomiast w komoérkach poddanych dziataniu
lenzozydu AP wynosito 338,1 um? czyli zmniejszyto sie 0 7,2%. Z kolei pole powierzchni
komorek ciemnych zmniejszylo si¢ o 8,5% w stosunku do kontroli. Podobng tendencje
obserwowano w jadrach jasnych i ciemnych. Ich pole powierzchni po wptywem flawonoidu

zmniejszyto si¢ odpowiednio o 10,5% i 15,3% (Ryc. 61 B).
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Ryc. 60. Porownanie zmian pola powierzchni jasnych i ciemnych komorek oraz jader komoérkowych
(kontrolnych i traktowanych lenzozydem ApB) z hodowli HeLa. A — 24-godzinna inkubacja, B — 48-
godzinna inkubacja. n=20; ** p <0,005; *** p <0,0005; test t-Studenta.
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Ryc. 61. Porownanie zmian pola powierzchni jasnych i ciemnych komorek oraz jader komorkowych
(z proby kontrolnej i traktowanych lenzozydem A) z hodowli Hep-2. A — 24-godzinna inkubacja,
B — 48-godzinna inkubacja. n=20; * p < 0,05; test t-Studenta.

139



4.12. Zmiany w morfologii komérek z hodowli in vitro pod wplywem

lenzozydu AP

Celem badania bylo okreslenie wpltywu lenzozydu AP na morfologi¢ komorek
badanych linii HeLa, Hep-2 i HSF z hodowli in vitro. Analiz¢ powierzchni oraz oceng ich

morfologii przeprowadzono przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM).

Kontrolne komoérki HeLa i Hep-2 wykazywaty cechy morfologiczne typowe dla
komorek nowotworowych. Hodowle komorek kontrolnych raka szyjki macicy i raka krtani
byty geste, a komorki miaty wydtuzony ksztalty, byly sptaszczone i adherentne. Na swojej
powierzchni posiadaty liczne wypustki (mikrokosmki). Obserwowano obecno$¢ polaczen

miedzy komorkami (Ryc. 62 A-C, Ryc. 63 A-C, Ryc. 64 A-C, Ryc. 65 A-C).

Po 24 i 48 godzinach inkubacji z badanym flawonoidem zaobserwowano wyrazne
zmiany w morfologii i illosci komorek. Komorki z linii HeLa 1 Hep-2 byly wrazliwe na kazde
z zastosowanych stezen zwiazku. Pod wplywem dzialania lenzozydu AP zmniejszyla si¢
ilos¢ komorek oraz obserwowano redukcje potaczen pomiedzy komorkami. Niektore
komorki obkurczyly si¢ i charakteryzowaty si¢ mniejszg iloscig wypustek (mikrokosmkow)
lub catkowicie je utracity. W niektorych komorkach pojawity si¢ takze ciatka apoptotyczne

(Ryc. 62 D-F, Ryc. 63 D-F, Ryc. 64 D-F, Ryc. 65 D-F)

Kontrolne komorki fibroblastow skory czlowieka (linia HSF) charakteryzowaty si¢
wydluzonym ksztaltem, byty sptaszczone i Scisle przylegaty do podtoza. Na ich powierzchni
obserwowano liczne mikrokosmki (Ryc. 66 A-C, Ryc. 67 A-C). Zaroéwno 24 jak 48 godzinna
inkubacja z badanym zwigzkiem nie zmienita ich morfologii. Obserwowane komorki byty

splaszczone, miaty wydtuzony ksztalt i byly adherentne (Ryc. 66 D-F, Ryc. 67 D-F).
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Ryc. 62. Obrazowanie komorek raka szyjki macicy (HelLa) przy pomocy skaningowego mikroskopu
elektronowego. A-C — komorki kontrolne, D-F — komorki inkubowane z lenzozydem AP przez 24
godziny.

A — Komorki z hodowli kontrolnej — gesta hodowla, adherentne, wydtuzone i sptaszczone komorki.

B — Wydluzone i splaszczone komorki, przylegajace do podtoza, liczne potaczenia migdzy
komorkami.

C — Widoczne potaczenia miedzy komorki, obecne liczne mikrokosmki (strzatki).

D-E — Komoérki HeLa inkubowane z badanym flawonoidem w stezeniu 15 pg/ml. Komorki
obkurczone, redukcja polaczen miedzy komorki.

F — Komoérki HeLa inkubowane z lenzozydem w dawce 50 pg/ml. Redukcja mikrokosmkow
(strzatka), obecne pecherzyki blony.
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Rycina 62
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Ryc. 63. Morfologia komorek linii HeLa poddanych dziataniu badanego flawonoidu. A-B — komoérki
z hodowli kontrolnej; C-F — komorki po 48 godzinnej inkubacji z lenzozydem Ap.

A — Gesta hodowla, komorki $cisle przylegaja do podtoza, sa wydtuzone i sptaszczone.

B — Widoczne polaczenia migdzy sgsiednimi komorkami (strzatki). Komorki majg wyshuzony ksztatt
1 sg splaszczone.

C — Prawidlowa morfologia komorek linii HeLa. Obecne liczne mikrokosmki (strzatki).

D-E — Komoérki HelLa inkubowane z badanym flawonoidem w stezeniu 25 pg/ml. Komorki
obkurczone, nie przylegajace $cisle do podtoza, redukcja potaczen migdzy komorki oraz brak
mikrokosmkoéw. Obecne ciatka apoptotyczne (strzatki).

F —Komérki HeLa inkubowane z lenzozydem AB w dawce 50 pg/ml. Widoczne ciatka apoptotyczne
(strzatki).
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Ryc. 64. Obrazowanie komorek przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego. A-C —
komorki kontrolne linii Hep-2, D-F — komorki traktowane lenzozydem AP przez 24 godziny.

A-B — Hodowla kontrolna komorek raka krtani, komoérki z hodowli kontrolnej. Liczne komorki o
wydtuzonym ksztalcie, $cisle przylegajace do podtoza, obecne potaczenia migdzy komorkami.

C — Komorki kontrolne z widocznymi mikrokosmkami (strzatki).

D — Komorki Hep-2 inkubowane z badanym flawonoidem w stezeniu 15 pg/ml. Wzrost ilosci
komoérek obkurczonych (strzatki), nie przylegajacych S$cisle do podtoza, redukcja
mikrokosmkow.

E — Komorki Hep-2 inkubowane z badanym flawonoidem w stezeniu 25 pug/ml. Zmniejszenie ilosci
komoérek. Obecne komodrki obkurczone (strzatki), bez mikrokosmkoéw, brak potaczen
komoérkowych.

F — Komorki Hep-2 inkubowane z lenzozydem w dawce 50 pug/ml. Widoczne ciatka apoptotyczne
(strzatki).
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Ryc. 65. Obrazowanie morfologii komorek raka krtani (Hep-2) przy pomocy SEM. A-C — komorki
z hodowli kontrolnej, D-F— komorki traktowane lenzozydem AP przez 48 godzin.

A — Gesta hodowla komoérek raka krtani. Komorki sg adherentne i wydtuzone. Na zdjgciach sa
widoczne liczne potaczenia migdzy komorkami.

B — Obecne liczne potaczenia miedzy komoérkami (strzatki). Komorki adherentne i sptaszczone.

C — Morfologia komoérek z hodowli kontrolnej z widocznymi potaczeniami migdzy komorki i
obecnymi mikrokosmki (strzatki).

D — Komoérki Hep-2 poddane dziataniu z badanego flawonoidu w stezeniu 15 pg/ml. Obecno$é
komoérek obkurczonych, nie przylegajacych $cisle do podtoza, o zredukowanej ilosci
mikrokosmkow.

E — Komorki raka krtani po inkubacji z lenzozydem AP w dawce 25 ng/ml. Komorki sg obkurczone
1 nie maja mikrokosmkéw. Widoczne ciatka apoptotyczne (strzatki).

F — Komorki Hep-2 traktowane badanym zwigzkiem w dawce 50 pg/ml. Widoczne ciatka
apoptotyczne (strzatki).
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Ryc. 66. Morfologia komorek fibroblastow skory czlowieka poddanych dziataniu badanego
flawonoidu. A-B — komorki z hodowli kontrolnej; C-F — komorki po 24 godzinnej inkubacji z
lenzozydem Ap.

A-C — Komorki kontrolne, adherentne i sptaszczone komorki o wydtuzonym ksztatcie. Obecne
potaczenia miedzy komodrkami i wypustki komorkowe.

D-F — Komorki inkubowane z lenzozydem AP przez 24 godziny. Brak widocznych zmian w
morfologii komorek. Komdrki o wydtuzonym ksztalcie, $cisle przylegajace do podtoza.
Obecne polaczenia migdzy komdrkami i wypustki.
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Ryc. 67. Obrazowanie komoérek przy uzyciu skaningowego mikroskopu elektronowego. A-C —
komorki kontrolne linii HSF, D-F — komérki traktowane lenzozydem A przez 48 godzin.

A-C — Fibroblasty z hodowli kontrolnej. Widoczne sptaszczone komoérki o wydtuzonym ksztatcie,
sci§le przylegajace do podtoza. Obecne potaczenia miedzy komodrkami i wypustki
komorkowe.

D-F — Brak widocznym zmian w fibroblastach traktowanych lenzozydem AP przez 48 godzin.
Komorki sa wydluzone, adherentne z widocznymi potaczenia miedzy sasiednimi

komoérkami.
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4.13. Zmiany w ultrastrukturze komoérek z hodowli in vitro pod wplywem

lenzozydu AP

Zmiany w ultrastrukturze komoérek wywotane dziataniem badanego flawonoidu
oceniono przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM). Komorki linii

HelLa, Hep-2 i HSF inkubowano z flawonoidem w stezeniu 15 pg/ml przez 24 godziny.

Komoérki z hodowli kontrolnej HelLa charakteryzowaty si¢ duzym, centralnie
polozonym jadrem z widocznym jaderkiem. W obrgbie cytoplazmy znajdowaty sie¢
prawidtowo uksztattowane mitochondria, retikulum endoplazmatyczne oraz niewielkie

wakuole. Obserwowano liczne mikrokosmki (Ryc.68 A-B).

Pod wptywem lenzozydu AP w ultrastrukturze komorek raka szyjki macicy zaszty
wyrazne zmiany. Jadra komorkowe byly obkurczone, bez widocznego jaderka i miaty
nieregularny ksztatt. W cytoplazmie pojawity si¢ liczne skondensowane mitochondria,
autofagosomy i autolizosomy. Komorki charakteryzowaly si¢ duzg wakuolizacja i

uwpukleniami btony. Obserwowano redukcj¢ mikrokosmkéw (Ryc. 68 C-F).

Komorki kontrolne linii Hep-2 posiadaty duze centralnie potozone jadra komorkowe
o regularnym ksztalcie z wyraznie zaznaczonym jaderkiem i1 rOwnomiernie rozproszong
chromatyng, otoczone otoczka jadrowa i1 zajmujace wigksza cze$¢ komorki. Cytoplazma
byta prawidlowo uksztaltowana a na jej obszarze znajdowaty si¢ liczne mitochondria,
pojedyncze wakuole oraz siateczka $rodplazmatyczna. Dobrze widoczne byly mikrokosmki

blony komorkowej oraz potaczenia migdzy komérkami (Ryc. 69 A-B).

Po 24 godzinach inkubacji z lenzozydem AP zaobserwowano wyrazne zmiany w
ultrastrukturze komoérek raka krtani. Komorki posiadaty obkurczone w stosunku do
cytoplazmy jadra o nieregularnym ksztalcie, bez widocznego jaderka, a na ich terenie
pojawita si¢ pofragmentowana chromatyna (Ryc. 69 E). Na obszarze cytoplazmy
obserwowano zwickszong liczbg skondensowanych, nierownomiernie rozmieszczonych
mitochondriéw oraz liczne pgcherzyki, zlewajace si¢ ze sobg w duze wakuole (Ryc. 69 C-
F).

Z kolei komorki kontrolne fibroblastoéw skory czlowieka charakteryzowaly sig

wydtuzonym ksztaltem. Miaty duze, potozone centralnie jadro z jaderkiem. W cytoplazmie
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dobrze widoczna byta siateczka §rodplazmatyczna oraz pojedyncze mitochondria i wakuole
(Ryc. 70 A-B).

Badany flawonoid nie powodowal wyraznych zmian w komérkach HSF. Podobnie
jak  w komorkach kontrolnych, komoérki byty wydhuzone. Obserwowano duze jadra z
widocznymi jaderkami, otoczone otoczka jadrowa. Cytoplazma byta prawidlowo
uksztaltowana a na jej obszarze znajdowaly si¢ pojedyncze wakuole oraz siateczka

srodplazmatyczna. Odnotowano obecno$¢ mitochondriéw o wydluzonym ksztatcie (Ryc. 70

C-F).

Ryc. 68. Ultrastruktura komorek linii HeLa w transmisyjnym mikroskopie elektronowym. A-B —
komorki kontrolne linii HeLa, C-F — komorki inkubowane z lenzozydem AP przez 24 godziny

A-B — Komorki z duzym centralnie potozonym jadrem komoérkowym (N), prawidtowo
uksztaltowana cytoplazma z widocznymi mitochondriami (m), czarne strzatki wskazuja
liczne mikrokosmeki.

C — Fragment komorki z widocznym jadrem komoérkowym (N) o nieregularnym ksztalcie, silna
wakuolizacja (v), obecne liczne mitochondria (m) w postaci skondensowanej oraz
autofagosomy (au).

D — Fragment komorki o nieregularnym ksztalcie z obkurczonym i pofragmentowanym jadrem (N)
i skondensowang chromatyna.

E — Komorka HeLa poddana dziataniu badanego flawonoidu. Widoczna silna wakuolizacja.
Obecnos¢ licznych oraz obecne autolizosomy oraz uwpuklenia blony (czarne krotkie strzatki),
brak widocznych mikrokosmkow.

F — Widoczne silnie obkurczone jadro (N), liczne autofagosomy (au).
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Ryc. 69. Wplyw lenzozydu AP na ultrastrukture komorek linii Hep-2. A -B — kontrola; C-F -
komorki traktowane lenzozydem AP przez 24 godziny.

A-B — Komodrki kontrolne z centralnie potozonym jadrem komoérkowym (N) o regularnym ksztatcie,
w cytoplazmie widoczne mitochondria (m), siateczka $rodplazmatyczne (er), mate wakuole

(V).

C-D — Komorka raka krtani z obkurczonym jadrem (N), w cytoplazmie obecne liczne wakuole (v),
autofagosomy (au) i skondensowane mitochondria (m)

E — Brak widocznych mikrokosmkéw, silna wakuolizacja (v), obecne liczne autofagosomy.
Zmniejszone jadro o nieregularnym ksztatcie (N).

F — Komoérka poddana dziataniu lenzozydu AP z pofragmentowang chromatyna, silnie
skondensowang cytoplazma. Widoczne pojedyncze mitochondria (m) i mate pecherzyki (v).
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Ryc. 70. Ultrastruktura komorek linii HSF. A-B — komorki kontrolne , C-F- fibroblasty poddane 24-
godzinnej inkubacji z lenzozydem Ap.

A — Komoérka kontrolna z duzym rozmieszczonym na $rodku jadrem (N), widoczne jaderko (n). W
cytoplazmie prawidtowo uksztattowana siateczka §rodplazmatyczna (er).

B — Fragment cytoplazmy komorki z obecnymi mitochondriami (m) i wakuolami (v).

C — Fibroblast skory cztowieka poddany dziataniu lenzozydu AB. W centrum duze jadro otoczone
otoczka jadrowa. Prawidtowa cytoplazma z obecng siateczka §rodplazmatyczng (er).

D-E — Brak widocznych zmian w komorkach traktowanych badanym zwiazkiem. Widoczne jadro z
wyraznie zarysowanym jaderkiem. W cytoplazmie obecna siateczka §rodplazmatyczna (er) i
wakuole (v).

F — Wydhuzone mitochondria w fibroblastach inkubowanych przez 24 godziny z lenzozydem Ap.
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4.14. Wplyw lenzozydu AP na indukcj¢ stresu oksydacyjnego w

komoérkach z hodowli in vitro

Badanie miato na celu okreslenie wptywu badanego zwiazku na indukcje stresu
oksydacyjnego w komorkach z hodowli in vitro. W przypadku komoérek charakteryzujacych
si¢ wysokim poziomem rekatywnych form tlenu (ROS) obserwowano intensywng zielong
fluorescencj¢ mitochondriow. Wyniki przedstawiono w postaci procentowego udziatu
komoérek wykazujacych podwyzszony poziom wolnych rodnikow w catej populacji

badanych komorek.

W komorkach linii HeLa, zardwno po 24 jak 1 48- godzinnej inkubacji, lenzozyd AP
powodowat indukcje stresu oksydacyjnego. Po 48 godzinach obserwowano
charakterystyczng zielong florescencj¢ mitochondriow u 40 % komorek (stezenie 25 pg/ml)
(Ryc. 71 A). Niewielka indukcje stresu oksydacyjnego obserwowano rowniez w komorkach
raka krtani (Hep-2). Wydtuzenie czasu inkubacji spowodowato zwigkszenie ilosci komorek
0 wysokim poziomie ROS, do 22,2% w dawce 50 pg/ml) (Ryc. 71 B). Z kolei w komédrkach
fibroblastow skory cztowieka (HSF) poddanych dziataniu lenzozydu AP odnotowano
odwrotne dziatanie. Badany zwigzek po 48 godzinach inkubacji w najwyzszym stezeniu

zmniejszat ilo$¢ komorek wykazujacych intensywna zielong fluorescencje (Ryc. 71 C).
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Ryc.71. Procent komorek wykazujacych podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu po 24 i 48
godzinach dziatania lenzozydu AB. A - komorki linii HeLa, B - komorki linii Hep-2, C - komorki
linii HSF. Wyniki przestawiono jako $rednie + SD. n=3, * p < 0,05; ** p < 0,005; *** p < 0,0005;

test t-Studenta.
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V. Dyskusja

Flawonoidy sg metabolitami wtornymi powszechnie wystepujacymi w roslinach. Ich
gléwnym zrédtem w diecie sg przede wszystkim owoce 1 warzywa oraz produkty roslinne
takie jak soki, zielona herbata czy czerwone wino. Zwigzki te charakteryzujg si¢ szerokim
spektrum aktywnosci biologicznych takich jak dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne
czy przeciwbakteryjne. Pozytywnie wptywaja na organizm cztowieka i sg wykorzystywane
w profilaktyce i leczeniu choréb uktadu sercowo-naczyniowego, neurodegeneracyjnych
oraz cukrzycy. Duze zainteresowanie wzbudza ich dzialanie przeciwnowotworowe. Hamuja
rozrost powstatych guzéw i ich przerzuty. Jednym z miejsc ich oddzialywania jest blona
komodrkowa. Flawonoidy dzigki zdolnosci do interakcji z lipidowymi i  biatkowymi
sktadnikami membran, moga wplywaé¢ na plynnosé¢, przepuszczalno$¢ i integralnos¢
dwuwarstwy lipidowej jak rowniez na aktywnos$¢ bialek integralnych i transport blonowy.
Jak wynika z przeanalizowanej literatury ma to istotny wptyw na mechanizm ich dziatania.
Jednoczesnie liczne dane literaturowe wskazujg na rézny sposdb oddziatywania tych
zwigzkoéw na membrany. Moze by¢ to zwigzane z roznicami w liczbie i rozmieszczeniu grup
hydroksylowych, stopniem polaryzacji jak réwniez z obecnoscig dodatkowych ugrupowan

w pierscieniu C.

Obiektem zainteresowania badawczego w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej jest
lenzozyd AP (kwercetyna-3-0-[6-O-E-kofeilo)-B-D-glukopiranozylo(1—2)]-B-D-
galaktopiranozylo-7-O-B-D-glukuropiranozyd) nalezacy do flawonoidow. Zwigzek ten
zostal wyizolowany z nadziemnych czgséci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) odmiany
Tina. Jest to pochodna dobrze poznanego flawonoidu — kwercetyny, ktora oprocz
charakterystycznego uktadu pier$cieni aromatycznych w swojej strukturze posiada
podstawniki w postaci trzech reszt cukrowych oraz kwasu kawowego. Tak rozbudowana
struktura 1 amifpatyczny charakter zwigzku moze wptywac na sposob jego odziatywania na
btone komorkowa. Dlatego gtdwnym celem pracy byto zbadanie zdolnosci lenzozydu A do
wchodzenia ~w  interakcje z  modelowymi  btonami  uformowanymi z
dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) oraz ocena jego wplywu na strukturalne i
dynamiczne wtasciwo$ci dwuwartswy lipidowej. Kolejnym celem bylo okre$lnie lokalizacji
I orientacji zwigzku w blonie i sprawdzenie jego wptywu na lipidy i biatka komorek

nowotworowych 1 prawidtowych. Do oceny skutkow wbudowania si¢ lenzozydu A do bton
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wyznaczono cele czastkowe, ktore obejmowaty okreslenie cytotoksycznych wlasciwosci
zwigzku w stosunku do badanych komorek, zbadanie jego zdolnosci do indukcji $mierci
komorkowej, analiz¢ morfologii, ultrastruktury oraz parametrow morfometrycznych

komorek oraz zbadanie jego wptywu na bialka transportowe bton.

Pierwszym etapem badan byto sprawdzenie oddzialywania badanego flawonoidu na
btony sporzadzone z (DPPC). Blony komoérkowe odgrywaja wazng role w transporcie,
dystrybucji, dziataniu oraz toksycznosci roznych substancji [Petelska i in., 2001; Yang i in.,
1999]. Z tego wzgledu istotne jest poznanie molekularnego mechanizmu interakcji
flawonoidow z modelowymi btonami, ktorych sktad mozna kontrolowac [Hausen i in., 1992;
Mastrobattista i in., 1999]. Idealnym i czgsto wykorzystywanym modelem w badaniach nad
oddziatywaniem zwigzku z membrang sg btony uformowany z DPPC, ktorych temperatura
gtownego przejscia fazowego (Tm) wynosi 314 K [Frezard, 1999; Huang i Li, 1999]. W
niniejszej pracy wykorzystano technike absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni z
transformatg Fouriera (FTIR), w celu analizy oddziatywan molekularnych migdzy badanym
zwigzkiem i lipidami btonowymi. W widmach absorpcyjnych w podczerwieni widoczne sa
bowiem pasma odpowiadajace roznym drganiom, co umozliwia badanie interakcji

czasteczek z lipidami w btonie w jej roznych rejonach.

Badania lenzozydu AP na modelowych blonach utworzonych z DPPC wykazaty
istotny wplyw flawonoidu na dwuwarstwe lipidowa. W widmach liposoméw DPPC z
dodatkiem badanego zwigzku wykazano obecno$¢ szerokiego pasma o duzej intensywnosci
(3367 cm™) charakterystycznego dla drgan rozciagajacych O-H. Oznacza to, ze LAP
zwigksza frakcje wodng $cisle zwigzang z membrang poprzez wigzania wodorowe. Podobne
wyniki otrzymat zesp6t Pawlikowskiej-Pawlegi w badaniach nad innymi flawonoidami
takimi jak kwercetyna, genisteina i apigenina [Pawlikowska-Pawlega i in., 2012, 2013 i
2014]. Wiazania te moga by¢ tworzone przez grupy hydroksylowe przytaczone do
pierScienia czgsteczki lub grupy hydroksylowe reszt cukrowych przytaczonych do pierscieni
aromatycznych zwigzku [Pawlikowska-Pawlega i in., 2012, Popova i Hincha, 2016].
Dodanie zwigzku spowodowalo réwniez przesunigcie pasm odpowiadajacych drganiom
rozciggajacym symetrycznym i antysymetrycznym grup — CH: lancuchow alkilowych w
kierunku wyzszych liczb falowych. Wskazuje to na niewielkie dziatanie uptynniajace
flawonoidu w stosunku do frakcji lipidowej. W widmie réznicowym obserwowano réwniez
niewielkie obnizenie intensywnosci pasma reprezentujacego estrowe grupy karbonylowe

lipidu. Jednoczes$nie obserwowano pojawienie si¢ pasma przesuni¢tego w kierunku nizszych
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czestoéci (1655 cm™) z dodatkowym ramieniem przy 1686 cm™ o zwiekszonej sile
oscylatora. Takie obserwacje mozna wytlumaczy¢ tworzeniem wigzan wodorowych przez
LAB lub tworzeniem wigzan wodorowych pomiedzy nim 1  czasteczkami wody
[Pawlikowska-Pawlega i in., 2012; Popova i Hincha, 2013]. Amififilowy charakter
czasteczki badanego flawonoidu, ktory sktada si¢ z hydrofobowe;j struktury pier§cieniowe;j i
hydrofilowej czeséci cukrowej, umozliwia takie interakcje. Z tego wzgledu grupy P=0 i C=0
w obrebie glow lipidowych moga tworzy¢, wspomniane wigzania wodorowe, zarOwno z
grupami hydroksylowymi pier§cieni aromatycznych jak rdwniez z tymi samymi grupami
reszt cukrowych [Popova i Hincha, 2016]. Analiza FTIR ujawnita najwigksze zmiany w
obszarze drgan symetrycznych rozciagajacych grup — PO, (1090 cm™?) oraz drgan
rozciggajacych ugrupowania C-O-P-O-C (1068 cm™). Wskazuje to wyraznie, ze lenzozyd
AP wbudowuje si¢ do regionu gtow polarnych lipidow tworzac wigzania wodorowe z
ugrupowaniem C-O-P-O-C. Jednocze$nie takie zmiany spektralne wynikajag z wigkszej
ilosci czasteczek wody zwigzanej z tym obszarem poprzez wigzania wodorowe. Otrzymane
wyniki sg zgodne z wynikami badan zespotu Pawlikowskiej-Pawlegi, w ktorych
przedmiotem badan bylo oddzialywanie kwercetyny na modelowe blony DPPC.
Kwercetyna, ktorej pochodng jest lenzozyd AP, wigzata si¢ z regionem gléw polarnych
fosfolipidow za pomoca wigzan wodorowych, ktore tworzyly si¢ pomiedzy jej grupami
hydroksylowymi a polarnymi grupami lipidowymi w obszarze spektralnym
odpowiadajagcym ugrupowaniu C-O-P-O-C glow [Pawlikowska-Pawlega i in., 2014].
Podobnie, wielu innych autorow wskazywalo na interakcje flawonoidow z regionem
polarnym gtow fosfolipidow. Oteiza 1 wspotautorzy stwierdzili, ze zdolno$¢ flawonoidow
do oddziatywania z blonami oraz ich ochronne dzialanie, w tym zabezpieczanie bton przed
rodnikami tlenowymi, jest zwigzane z powstawanie wigzan wodorowych pomiedzy grupami
hydroksylowymi tych zwigzkéw a gtowami cholinowymi fosfolipidow [Oteiza i in., 2005].
Lokalizacje flawonoidow w obszarze polarnych gltow liposoméw wykazali tez Barbinta

Patragcu 1 wspotpracownicy [Barbinta Patrascu 1 in. 2009].

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw flawonoidu na dynamiczne i strukturalne
wlasciwosci  dwuwarstwy lipidowe] za pomocg techniki jadrowego rezonansu
magnetycznego ('"H NMR). W analizowanych widmach 'H-NMR widoczne s3 pasma
rezonansowe pochodzace z fragmentow czasteczek lipidow rozmieszczonych w réznych
rejonach dwuwarstwy lipidowej blony co pozwala na doktadne okreslenie oddziatywania

zwigzku na blony. Jak wynika z danych literaturowych glikozylacja flawonow zwigksza ich
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powinowactwo do blon liposomalnych [Tarahovsky i in., 2014]. Dlatego na tej podstawie,
mozna bylo przewidzie¢, ze czasteczka LAP, w ktérej obecne sg reszty cukrowe moze
wchodzi¢ w interakcje z blonami 1 lokalizowa¢ si¢ na granicy regionu polarnego i
niepolarnego. Taka lokalizacje potwierdzily wyniki uzyskane technika 'H NMR. Po dodaniu
flawonoidu nastgpit wzrost szerokosci potéwkowej maksimum w obrebie grup CH:
fancuchow alkilowych, co wskazuje na niewielkie usztywniajace dziatanie zwigzku w tym
regionie. Odwrotny efekt w tym rejonie membrany, obserwowany w badaniach z
wykorzystaniem techniki FTIR (lekkie uptynnienie), najprawdopodobniej wskazuje na to,
ze inna organizacja lipidéw blonowych w przygotowanych prébkach (liposomy w
NMR/zorientowane dwuwarstwy w technice FTIR) do badan za pomoca tych dwoch
technik moze zmienia¢/modulowaé dziatanie zwigzku w stosunku do fazy lipidowe;.
Wbudowanie LAB do liposoméw DPPC spowodowato réwniez ograniczenie swobody
ruchéw w rejonie gtow polarnych. Jednocze$nie obserwowano nieznaczne zmniejszenie
parametru rozszczepienia (8) z 0,6 do 0,56 ppm jak roéwniez poszerzenie pasm
reprezentujacych wewnetrzne i zewnetrzne warstwy gtéw cholinowych. Takie zmiany moga
by¢ zinterpretowane jako interakcje lenzozydu A z regionem gtow polarnych fosfolipidow.
Badany zwigzek zmienit rowniez wspotczynnik louw/Iin z 0,84 w czystych liposomach do 0,57
w liposomach z dodatkiem LAP. Na tej podstawie mozna wywnioskowac, ze flawonol
modyfikuje wlasciwosci fizyczne dwuwarstwy lipidowej 1 powoduje powstawanie
wielowarstwowych liposomow o wigkszych rozmiarach. Podobne wyniki obserwowano w
badaniach nad kwercetyng prowadzonych przez =zespot Pawlikowskiej-Pawlegi
[Pawlikowska-Pawlega 1 in., 2007]. Analiza NMR wykazala, ze podobnie jak LAP,
kwercetyna lokalizujac si¢ w strefie glow polarnych fosfolipidow DPPC powodowala
powstawanie liposomow o wiekszej iloSci warstw oraz zwigkszata warto$¢ szerokosci
potowkowej maksimum z rejonu grup cholinowych z wewnetrznej warstwy liposomow.
Jednoczes$nie obserwowano jej uptynniajgce dziatanie w rejonie hydrofobowym blony. Inne
dzialanie lenzozydu AP na dynamiczne wiasciwosci hydrofobowego rdzenia membrany
moze wynikac z roznicy w strukturze kwercetyny i jej pochodnej. Obecne w czasteczce LAP
reszty cukrowe s3 najprawdopodobniej odpowiedzialne za lekkie usztywnienie w obrebie
alkilowych tancuchow lipidowych i rGwnoczesnie moga powodowac silniejsze dziatanie w
rejonie polarnym blony. Podobne dzialanie, do badanego w niniejszej pracy zwigzku,
wykazata  glikozydowa pochodna kwercetyny (Q-7-MeGlu), uzyskana w wyniku

biotransformacji przez grzyba Beauveria bassiana. Do$wiadczenia prowadzone technika
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"H NMR na liposomach sporzadzonych z DPPC wykazaly znaczny wzrost wartoéci (o
142%) szerokosci potowkowej maksimum odpowiadajacej strefie grup cholinowych
zewnetrznej warstwy liposomoéw (N-(CHs)s °). Tak wiec, w wiekszym stopniu, hydrofilowy
charakter tej pochodnej miat zwigzek z silniejszym, w porownaniu do samej kwercetyny,
odziatywaniem na liposomy w strefie polarnej bton [Strugata i in., 2017]. Liczne dane
literaturowe wykazuja, ze flawonoidy, w tym kwercetyna i jej pochodne, lokalizujg si¢ na
granicy dwuwartswy lipidowej 1 fazy wodnej. Z jednej strony obecno$¢ dodatkowych grup
niepolarnych zwicksza glebokos¢ penetracji czasteczek (np. pochodne metoksylowe), zas z
drugiej wprowadzenie grup polarnych zmniejsza glebokos¢ wnikania czgsteczek do btony
(pochodne siarczanowe, glukuronowe) [Gabrielska 1 in., 2006]. Dodanie Q-7-MeGlu do
liposomdw, spowodowato rowniez zmniejszenie warto$ci parametru rozszczepienia (8) w
rejonie gtdéw polarnych, podobnie jak w pracy wtasnej. Wbudowane czasteczki tej pochodne;j
usztywnilo btong¢ i zmienito rozktad fadunkow na jej powierzchni. W efekcie ograniczone
zostalo wnikanie jonéw Pr’* do membrany. Ponadto, obserwowano, nieznaczne

poszerzenie pasma charakterystycznego dla grup CHz [Strugata i in., 2017].

W celu uzupehienia otrzymanych wynikow, w badaniach wykorzystano metodg
roznicowe] kalorymetrii skaningowej (DSC), ktora jest czulg technikg badajaca wplyw
substancji na fizyczne wtasciwos$ci blony [Sinha i in., 2012]. Jak wykazaly badania wtasne,
dodanie lenzozydu AP w st¢zeniu 0,5mol% do liposomoéw wielkich jednowarstwowych
liposoméw (GUV) zmienito parametry fizyczne dwuwartswy lipidowej. Flawonoid w
niewielkim stopniu przesungl temperature gloéwnego przejscia fazowego (Tm) W strong
nizszych temperatur i jednocze$nie spowodowat zanik przedprzejscia fazowego. Ponadto,
lenzozyd AP obnizyt entalpi¢ kalorymetryczng okreslang jako catkowita ilo$¢ energii
niezbgdng do zaj$cia przemiany termicznej. Mozna ja obliczy¢ jako pole powierzchni pod
krzywa DSC. Badany zwiazek obnizyl rowniez kooperatywno$¢ przejscia fazowego, ktora
jest monitorowana jako szeroko$¢ potéwkowa profilu temperaturowego (T12) 1 oznacza
liczbe czasteczek lipidowych przechodzacych przemiang fazowa w tym samym czasie. Im
warto$¢ (Ti2) jest wyzsza, tym mniejsza jest kooperatywno$¢ przej$cia fazowego

[Bryszewska i Patecz, 1994].

Obnizenie temperatury przejscia fazowego lipidow oraz kooperatywnosci jest
zwigzane z wbudowywaniem si¢ zwigzku do dwuwarstwy lipidowej. Po inkorporacji do
blony zmienia on utozenie fosfolipidow, zaburzajac tym samym ich uporzadkowana

strukture, co w efekcie obniza Ty [Jain, 1988]. Taki sam efekt wykazali Sinha i
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wspotpracownicy badajac oddziatywanie kwercetyny oraz jej syntetycznych pochodnych na
wielowarstwowe liposomy uformowane z DPPC. W swoich badaniach, obserwowali
obnizenie temperatury gtownego przejscia fazowego. Z kolei dodatek pochodnych
flawonolu, w ktérych usuni¢to trzy grupy hydroksylowe a czwartg podstawiono -Cl, (Q1)
lub grupa -OCH3 (Q2) w mniejszym stopniu obnizal T. Podobnie jak w pracy wtasnej,
zarbwno w przypadku kwercetyny jak i jej pochodnych autorzy ci odnotowali zanik
przedprzejscia fazowego [Sinha 1 in., 2012]. Zespot Wesotowskiej 1 wspdtautorow, ktorzy w
swoich doswiadczeniach z zastosowaniem réznicowej kalorymetrii skaningowej sprawdzali
wplyw apigeniny, moryny i mirycetyny na termotropowe wtasciwosci modelowych bion
sporzadzonych z DMPC i DPPC, uzyskat podobne wyniki. Wszystkie badane flawonoidy
znosily przedprzej$cie fazowe, powodowaly obnizenie temperatury gldwnego przej$cia
fazowego oraz entalpi. Dodatkowo, moryna obnizala kooperatywnos$¢ przej$cia fazowego
DMPC. Jednocze$nie zmiany w parametrach przej$cia byly znacznie bardziej wyrazne w
liposomach sporzadzonych z DMPC niz DPPC, co jak tlumaczyli autorzy, bylo
spowodowane stabszymi interakcjami mig¢dzy tancuchami acylowymi DMPC, ktére sa
krotsze niz w DPPC [Wesotowska 1 in., 2009]. Wedlug Jain 1 Wu obnizenie temperatury
gléwnego przejscia fazowego, entalpii kalorymetrycznej oraz kooperatywnosci przejscia
jest charakterystyczne dla zwigzkow, ktore lokalizujg si¢ na granicy fazy polarnej 1
niepolarnej btony. Takie umiejscowienie flawonoidow w btonie wynika z ich struktury
chemicznej: hydrofobowy uklad pierscieni odpowiada za interakcje z tancuchami
acylowymi lipidow, natomiast grupy hydroksylowe za oddziatywanie z regionem polarnym

glow lipidowych [Jain 1 Wu, 1977].

Istotnym aspektem majacym wptyw na sposdb oddziatywania zwigzku z blong jest
jego lokalizacja 1 orientacja w dwuwarstwie lipidowej. Rozmieszczenie flawonoidow w
membranach wptywa zaro6wno na ich strukturg, wlasciwosci i funkcje w tym na plynnos¢ i
transport jonowy [Tsuchiya, 2001; Arora 1 in., 2000, Wdjtowicz 1 in., 1996]. Dlatego w
kolejnym etapie pracy okreslono lokalizacje 1 orientacj¢ lenzozydu AP z wykorzystaniem
techniki mikroskopii obrazowania czaséw zycia fluorescencji (FLIM). Ilo$ciowa analiza
rozktadu intensywno$ci fluorescencji na obrazach mikroskopowych reprezentujacych
przekroje poprzeczne wielkich jednowarstwowych liposomow z plaszczyzny ogniskowe]
umozliwia precyzyjne okreSlenie orientacji przejscia  dipolowego czasteczek
fluorescencyjnych wzgledem osi normalnej do ptaszczyzny blony. Ze wzgledu na zasade

fotoselekcji, czasteczki zorientowane réwnolegle do plaszczyzny blony (orientacja
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pozioma) daja sygnaly fluorescencji w goérnej i dolnej czesci liposomu, podczas gdy
czasteczki rozmieszczone prostopadle w stosunku do ptaszczyzny blony (orientacja
pionowa) spowodujg wzrost intensywnosci fluorescencji w prawym 1 lewym regionie
pecherzyka [Grudzinski i in., 2016]. Na zeskanowanych obrazach przekrojow liposomow
obserwowano znacznie wyzsza intensywno$¢ fluorescencji w gornych i dolnych strefach
warstwy lipidowej. Taki wynik wskazuje na planarng orientacje przej$cia dipolowego
zwiazku w stosunku do ptaszczyzny btony, co potwierdzono obliczeniami kata pomigdzy
kierunkiem przejscia dipolowego badanego zwigzku wbudowanego w warstwe lipidowa
GUYV a osig normalng do plaszczyzny btony. Warto$¢ kata wynosita 58,9 + 1,2° i byla
znacznie wigksza niz warto$¢ kata magicznego. Ponadto, wykazano, ze czasy zycia
fluorescencji lenzozydu A w etanolu oraz membranach GUV (pomigdzy 3,4 a 3,9 ns) byly
podobne. Takie wyniki sugeruja, ze czasteczka zwigzku znajduje si¢ w rejonie polarnym
glow fosfolipidow. Otrzymane wyniki sg zgodne z obserwacjami innych autoré6w opartymi
na stymulacji dynamiki molekularnej, ktéra dotyczyta potozenia i orientacji kwercetyny
oraz jej pochodnych w dwuwarstwowych systemach bton lipidowych [Kosinovaiin., 2012].
Badania Kosinovej i jej zespolu wykazaty, ze gtebokos¢ penetracji pochodnych kwercetyny
zalezy przede wszystkim od rodzaju podstawnikéw obecnych w czgsteczce zwigzku oraz
fadunku czasteczki. Lokalizacja flawonoidow w btonie jest rowniez silnie uzalezniona od
pH. W nizszym pH zwiazki te potozone sa w glebszych warstwach btony. Z kolei, w
obecno$ci natadowanych podstawnikéw takich jak siarczany i glukuronidy, czasteczki
lokalizujg si¢ przy powierzchni btony. Kluczowym elementem warunkujagcym orientacje
zwiazkow polifenolowych jest rodzaj ugrupowan obecnych w ich strukturze. Z literatury
wynika, ze wigzania wodorowe tworzone sg najczesciej pomiedzy grupami polarnymi glow
lipidowych a grupami hydroksylowymi, podstawnikami cukrowymi oraz resztami
siarczanowymi [Kosinova i in., 2012]. W strukturze LAP obecne sa zaréwno grupy
hydroksylowe jak i reszty cukrowe. Tak wigc spetnione sg warunki wspomnianej wyzej 1
sprzyjajace takiej lokalizacji badanego zwigzku. Umiejscowienie badanego flawonoidu w
rejonie gtow polarnych fosfolipidow oraz jego rownolegla orientacja w stosunku do
plaszczyzny blony sugeruja, ze moze on dziatac¢ jako filtr promieniowania krotkofalowego 1

chroni¢ komorki przed uszkodzeniami zwigzanymi z fotojonizacja.

Z dostepnych zrodet literaturowych wynika, ze zmiana wlasciwosci lipidow
btonowych przez flawonoidy moze modulowaé aktywnos$¢ biatek integralnych i w

konsekwencji wptywac na transport w membranach. Jak wykazano w niniejszej pracy, LAP
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wbudowuje si¢ w rejon polarnych glow fosfolipidow i zmienia dynamiczne wlasciwosci
dwuwarstwy lipidowej. Z tego wzgledu zbadano jego wplyw na aktywnos$¢ kanatow
potasowych obecnych w komorkach fibroblastow za pomoca techniki patch-clamp. Kanaty
te zidentyfikowano na podstawie oOtrzymanej krzywej pradowo-napigciowej. Po 24-
godzinnej inkubacji badanych komoérek z LAP obserwowano wzrost prawdopodobienstwa
otwarcia tych kanatow. Potwierdzily to rowniez histogramy amplitud rejestrowanych
pradow stworzone na postawie 18 s zapisow. Kwercetyna, ktorej pochodng jest lenzozyd AB
rowniez wptywa na aktywnos$¢ kanalow potasowych. Cogolludo i wspdlpracownicy przy
pomocy techniki patch-clamp wykazali, ze flawonol aktywuje kanaty potasowe o duzym
przewodnictwie aktywowane jonami Ca?* (BKca) obecne w miocytach z tetnic wiehcowych
szczurow [Cogolludo i in., 2007]. Inne badania ujawnily, ze kwercetyna powoduje
hiperpolaryzacj¢ komorek $rodbtonka poprzez aktywacje kanatoéw BKca [Kuhlman i in.,
2005]. Podobne wyniki otrzymat zespot Kampy w do§wiadczeniach dotyczacych wplywu,
innego flawonoidu- naryngeniny, na mitochondrialne kanalty potasowe fibroblastow skory
cztowieka. Mikromolarne stezenia zwigzku powodowaly wzrost aktywnosci zard6wno
mitochondrialnych kanatow potasowych o duzym przewodnictwie regulowanych przez jony
Ca?* (mitoBKca) jak réwniez mitochondrialnych kanatéw regulowanych przez ATP
(mitoKarp). Ponadto w obecnosci naryngeniny wzrosto prawdopodobienstwo otwarcia
kanatéw mitoBKca. Wydaje sig¢, ze aktywacja mitochondrialnego kanalu potasowego
regulowanego ATP, jest zwigzana z cytoprotekcyjnym efektem w stosunku do komorek. Z
kolei zahamowanie kanatu Kv1.3 moze prowadzi¢ do $mierci komorek nowotworowych

[Kampa i in., 2019].

Kolejnym etapem pracy doktorskiej bylo okre§lenie wplywu lenzozydu AP na
lipidowe 1 bialkowe sktadniki komoérek. W tym celu wykorzystano technike FITR, ktora
pozwala na analiz¢ sktadnikéw komoérkowych takich jak lipidy, biatka oraz kwasy
nukleinowe. Jest rowniez dobrym narzedziem stuzacym do badania ztozonych systeméw
biologicznych takich jak tkanki, komorki czy mikroorganizmy [Mihoubi in., 2017]. Badania
byly prowadzone na dwdch liniach nowotworowych: raka szyjki macicy (HeLa) i raka
krtani (Hep-2) cztowieka oraz na linii komorek prawidtowych jaka byty fibroblasty skory
cztowieka (HSF). W widmach ATR-FTIR komoérek dominowaty dwa pasma odpowiadajace
regionom amidu I (1600-1700 cm™) i amidu II (1510-1580 cm™). Pasmo amidu I dostarcza
informacji na temat ogolnej drugorzedowej struktury bialek obecnych w komorkach [Rigas

1 Wong, 1992; Surewicz i Mantsch, 1988; Liuiin., 2001] a poszczegdlne pasma reprezentuja

169



rozne struktury drugorzedowe takie jak: antyrownolegle B-Kartki (1675-1695 cm™), a-helisy
(1648-1660 cm™), pB-kartki (1625-1640 cm™), struktury nieuporzadkowane (1652-1660 cm™
1 oraz skrety (1660-1685 cm™) [Tamm i Tatulian, 1997]. W komorkach linii HeLa, po 24
godzinnej inkubacji, badany zwigzek oddzialywal zaro6wno z lipidami i1 jak biatkami
komorek. Dodanie flawonoidu spowodowato zmniejszone przylaczanie czasteczek wody
przez komoérki—W rejonie lipidowym komoérek obserwowano silny efekt. Obserwowano
bowiem wzrost intensywnosci pasm odpowiadajgcych drganiom rozciggajacym segmentu
C-O-P-O-C (1056 cm™) oraz pasm odpowiadajacych  drganiom symetrycznym
rozciggajacym grup — POz (1082 cm™). Takie obserwacje wskazuja wyraznie na
oddziatywanie flawonoidu z grupami polarnymi gtéw cholinowych fosfolipidow za pomoca
wigzan wodorowych. Moze to wynika¢ z faktu, ze rejon odpowiadajacy drganiom
symetrycznym rozciggajacych grup — PO2 jest bardzo wrazliwy na wigzania wodorowe oraz
interakcje z substancjami [Tamm i Tatulian, 1997]. Taki efekt - silne interakcje badanego
zwigzku z regionem gltow polarnych fosfolipidow za pomocg wigzan wodorowych,
wykazano w tej pracy na modelowych blonach sporzadzonych z DPPC technikami FTIR 1
NMR. Okazuje si¢, ze badany flawonoid wchodzi w interakcje i wbudowuje si¢ do polarnej
strefy gtow lipidowych w ludzkich komorkach nowotworowych raka szyjki macicy.
Lenzozyd AP zmienit rowniez profil spektralny biatek badanych komorek w regionie amidu
I. Jak wykazaty pomiary, spowodowal on obnizenie ilosci biatek. Analiza wykazata, Ze
flawonoid zmniejszyt ilo$¢ struktur typu skrety jednoczes$nie zwigkszajac ilo$¢ struktur typu
B-kartki. Wdaje sie, ze moze on powodowac czesciowg agregacje bialek. Po 48 godzinach
traktowania badanych komorek LA, badany flawonoid spowodowat wyrazne obnizenie
wzglednej ilosci biatek. Wzrosta ilo$¢ nieuporzadkowanych struktur biatkowych oraz
struktur typu petle i skrety na niekorzys¢ struktur biatkowych typu B-kartki. Takie wyniki
moga wskazywac¢ na fakt, ze po dluzszym czasie inkubacji zwigzek ten hamuj¢ synteze
biatek oraz powoduje ich czesciowa denaturacje. Istnieje takze inne wytlumaczenie
zwigzane z indukcja apoptozy w komodrkach HelLa przez LaP. W tym procesie dochodzi
bowiem do modyfikacji istniejgcych biatek. Podobne wyniki uzyskali badacze zajmujacy si¢
dziataniem naturalnego produktu pochodzacego z moczu wielbtada (PM 701) na komorki
nie drobnokomorkowego raka ptuc linii A549. Indukcji apoptozy towarzyszyly zmiany,
podobne do uzyskanych w badaniach wtasnych, w widmach ze strefy amidu I. W
poczatkowych etapach apoptozy, badacze tego zespotu obserwowali zwigkszenie ilosci

struktur typu -kartki. Po czym nastgpil wzrost ilosci struktur nieuporzadkowanych [Ahmed
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i in.,, 2009]. Z kolei Elmadany i wspolpracownicy w badaniach na wplywem
synergistycznego dziatania kwercetyny i doksorubicyny na komorki raka piersi MCF-7
wykazali, ze terapia skojarzona tych dwoch zwigzkow powoduje obnizenie ilosci biatka oraz
zmiany w rejonie amidu I. Zmniejszyla si¢ ilo$¢ struktur typu a-helisy a wzrosta ilo$¢
agregatow B-kartek. Stwierdzono, ze jednoczesne dzialanie kwercetyny i doksorubicyny na
komorki MCF-7 powoduje nieprawidtowe faldowanie bialek oraz ich agregacje, co w

efekcie wywotuje apoptoz¢ [Elmadany i in., 2018].

Po 24-godzinnej inkubacji komorek raka krtani z LA obserwowano, podobnie jak w
komorkach Hela, jedynie zmniejszone przytaczanie czasteczek wody przez badane
komorki. Natomiast po dluzszym czasie inkubacji (48 godzin) odnotowano wyrazne zmiany
w stosunku do bialek i lipidow komoérek Hep-2. Podobnie jak w komorkach Hela oraz
modelowych btonach DPPC, badany flawonoid oddzialywal z rejonem gltéw polarnych
fosfolipidow za pomoca wigzan wodorowych. Ponadto zwigkszyt ilo$¢ struktur
drugorzedowych biatek typu B-kartki i antyréwnolegte B-kartki. Jednoczesnie obnizyt ilo§¢
a-helis 1 nieuporzadkowanych struktur bialkowych. W odniesieniu do prawidlowych
komorek tj. ludzkich komorek fibroblastow skory, LAP spowodowatl niewielkie dziatanie
usztywniajace frakcji lipidowej strefy glow polarnych oraz wytworzenie dodatkowych

biatek.

Na podstawie analizy widm FTIR mozna przypuszczaé, ze LAP silnie wptywa na
biatka komorkowe. Jest prawdopodobne, Ze taki efekt moze wynika¢ z interakcji lenzozyd-
biatka, co w rezultacie prowadzi do zerwania wigzan wodorowych, stabilizujacych struktury
drugorzedowe. Z drugiej strony, jak wykazaly badania tej pracy doktorskiej, badany
flawonoid indukowal apoptoze komorek. Tak wiec dane otrzymane na podstawie analiz
FTIR, pozwalaja w cze$ci wytlumaczy¢ i zasugerowac biochemiczne i biofizyczne zmiany
w strukturach biatek komoérkowych, w tym biatek btonowych, zachodzace po traktowaniu
komorek lenzozydem AB. Bowiem takie zmiany ilosciowe i1 jako$ciowe bialek moga
zachodzi¢ w wyniku wielu mechanizmoéw: przez rozpad biatek powodowany przez rdzne
kaspazy, modulacje¢ aktywnosci czaperonu czy funkcji proteasomu. Wszystkie te zmiany
wplywaja na proces faldowania (zwijania) bialek 1 ich lokalizacje, co w efekcie zmienia

absorpcje IR wigzan peptydowych [Gaspari i Muzio, 2003].

Na podstawie literatury wiadomo, ze zwigzki naturalne w tym flawonoidy, wykazuja

dziatanie cytotoksyczne na komorki nowotworowe. Wiaza si¢ one z btong komodrkowa,
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wnikaja do komorek hodowanych in vitro oraz modulujg ich aktywno$¢ metaboliczna.
Przeciwnowotworowe dziatanie flawonoidow jest w duzej mierze zwigzane z hamowaniem
proliferacji, inaktywacja karcynogendw, zatrzymaniem cyklu komoérkowego, indukcja
apoptozy jak rowniez zahamowaniem angiogenezy i przerzutow. Komorki nowotworowe
charakteryzuja si¢ zmniejszong zdolno$cia do apoptozy w odpowiedzi na niektore bodzce
fizjologiczne. Obecnie poszukuje si¢ substancji, ktére moga specyficznie wywotywac
apoptoze w tych komorkach. Takimi zdolno$ciami charakteryzuja si¢ wiasnie niektore
flawonoidy. Jak wyzej wspomniano, sg cytotoksyczne w stosunku do roznych, ludzkich
komorek nowotworowych a jednoczesnie nie wptywaja lub wptywaja w niewielkim stopniu

na komorki prawidtowe [Plochmann i in., 2007; Sghaier i in., 2011].

Dlatego kolejnym etapem badan bylo okreslnie cytotoksycznych wiasciwosci
lenzozydu AP w stosunku do komoérek nowotworowych i prawidtowych oraz sprawdzenie
czy badany zwigzek indukuj¢ $mieré¢ komorkowa. Wyniki uzyskane, za pomoca testu
czerwieni obojetnej oraz testu LIVE/DEAD, byly zgodne i wykazaty, zalezne od linii
komoérkowej obnizenie zywotnosci komorek. Najsilniej lenzozyd AP zadziatatl na komorki
raka szyjki macicy czlowieka. W niewielkim stopniu obnizyl Zywotno$¢ komorek raka
krtani, zarowno po 24 jak 1 48-godzinnej inkubacji. Fibroblasty skory cztowieka nie byty
wrazliwe na dziatanie badanego flawonoidu, z wyjatkiem silnej dawki (50 pg/ml), w ktore;j
obserwowano niewielkie dziatanie cytotoksyczne. Tak wigc uzyskane wyniki uzupetniajg 1
wpisuja si¢ w cytotoksyczne dzialanie flawonoidow, skorelowane czesto z dziataniem
antyproliferacyjnym 1 indukcja apoptozy w komorkach. Lenzozyd AP jest pochodng
kwercetyny, ktora jest zwigzkiem o silnym dzialaniu cytotoksycznym. Liczne dane
literaturowe wykazuja, ze zwigzek ten indukuje apoptoze komorek takich nowotwordw jak:
rak zotadka [Yoshida i in., 1990], rak piersi [Choi i in., 2001], rak jelita grubego [Richter i
in., 1999], rak jamy ustnej [ElAttar i in., 1999], rak watroby [Wang i in., 2012], rak prostaty
[Nair i in., 2004], rak tarczycy [Mutlu Altundag i in., 2016], biataczki [Lee i in. 2006], rak
trzustki [Angst i in., 2013] i rak ptuca [Zheng i in., 2012]. W pracy doktorskiej, wykazano
zrdznicowang wrazliwo$¢ badanych komorek na dziatanie badanego flawonoidu, co mozna
wytlumaczy¢ na podstawie dostepnych Zrodet literaturowych. Wynika z nich, ze flawonoidy
w zaleznos$ci od struktury wykazujg roznice we wrazliwosci 1 selektywnosci wzgledem
komorek nowotworowych [Morales 1 Haza, 2012; Nagao 1 in., 2002]. Wykazano rowniez,
ze obecno$¢ reszt cukrowych w czasteczce flawonoidow, w znacznym stopniu wptywa na

ich cytotoksyczne wtasciwosci [Sak, 2014]. Wazne jest tez pochodzenie tkanki nowotworu,
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ktére determinuje jego wrazliwos$¢ na flawonoidy [Li-Weber, 2009; Himeji i in., 2007] jak
rowniez etiologia choroby [Chen i in., 2000]. Dlatego flawonoidy moga wykazywac, w
roznym stopniu cytotoksyczne dziatanie wobec wybranych typéw nowotworow [Kilani-
Jaziri i in., 2012, Ikezoe 1 in., 2001]. W stosunku do prawidtowych komorek, lenzozyd AP,
jedynie w najwyzszej dawce wykazal subtelne dziatanie. Cytotoksyczne dziatanie
niektorych flawonoidow w zaleznosci od dawki, wobec prawidlowych komorek
embrionalnych fibroblastow z ptuc ludzkich (TIG-1) oraz komoérek endotelialnych
izolowanych z zyly pepowinowej (HUVEC), wykazal zespot Matsuo i wspotautorow.
Autorzy ci wythumaczyli takie dzialanie wobec komorek, generowaniem reaktywnych form

tlenu pod wptywem wysokich stezen flawonoidow [Matsuo i in., 2005].

Kolejnym aspektem niniejszej pracy, byla proba okreslenia mechanizmu aktywno$ci
cytotoksycznej LAP wobec badanych komorek. Dlatego oceniano zdolno$¢ badanego
zwigzku do indukcji zaprogramowanej $mierci komorkowej. W badaniach zastosowano
barwienie komorek jodkiem propidionowym i barwnikiem Hoechst33342 oraz, w celu
porownania i uzupetnienia danych, analize cytometryczng. Jak wykazaly badania wtasne,
badany flawonol indukowatl apoptoz¢ komorek linii HeLa na poziomie 10-15%. Z kolei w
linii Hep-2 obserwowano niewielkg ilos¢ komorek apoptotycznych. Natomiast LAP nie
indukowat zaprogramowanej smierci w komorkach prawidlowych. Jednoczesnie LA nie
indukowat lub w niewielkim stopniu indukowal nekrotyczng $mier¢ wszystkich badanych

komorek.

Apoptoza okreslana réwniez jako zaprogramowana $mier¢ komorki (ang. PCD-
programmed cel death) wystepuje zarbwno w warunkach fizjologicznych komorek jak
réwniez jest indukowana przez ro6zne substancje. Jest to proces uporzadkowany,
przebiegajacy wedlug $cisle okreslonego schematu, ktérego celem jest eliminacja
uszkodzonych i starych komorek [Helewski 1 in., 2006]. Zjawisku temu towarzyszy wiele
zmian zaréwno na poziomie morfologicznym jak i biochemicznym [Zebrowski i in., 2001;
Maciorkowska 1 in., 2008, Helewski i in., 2006]. Zaprogramowana S$mier¢ dotyczy
zazwyczaj pojedynczych komorek. Takie komorki oddzielaja si¢ od innych komorek i
stopniowo tracg wodg, co prowadzi do ich obkurczenia. Obkurczona komorka traci nastepnie
kontakt z pozostatymi komodrkami. Kolejng cechg charakterystyczng dla apoptozy jest
zageszczenie chromatyny jadrowej 1 jej gromadzenie w poblizu btony jadrowej oraz
zmniejszenie rozmiarOw jadra. Réwnoczes$nie obserwuje si¢ zmiany w budowie btony

komorkowej, ktora tworzy uwypuklenia. Powstajg tzw. ciatka apoptotyczne, ktdre otoczone
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sa btong komorkowa a w ich wnetrzu znajduja si¢ fragmenty chromatyny oraz organelle
komorkowe [Helewski i in., 2006; Maciorkowska 1 in., 2008; Hordyjewska i Pasternak,
2005; Tsan 1 Goa, 2009].

Aby okresli¢ czy komorki poddane dziataniu lenzozydu AP maja cechy komorek
apoptotycznych wykonano pomiary morfometryczne takie jak ich: dhlugos¢, szerokosc,
$rednica, obwod oraz pole powierzchni. Ponadto za pomoca skaningowej mikroskopii
elektronowej oceniono zmiany w morfologii badanych komérek. Dodatkowo oceniono
ultrastrukture badanych komoérek pod wpltywem dziatania flawonoidu. LAB powodowat
zmiany parametrow morfometrycznych zarowno komorek linii HeLa jak i Hep-2. W
komorkach inkubowanych z lenzozydem AP, wszystkie badane parametry ulegly
zmniejszeniu w porownaniu z kontrolg. Ponadto, zaobserwowano zmniejszenie ilo$ci tzw.
komorek 1 jader jasnych. Nastgpit natomiast wzrost liczby tzw. komorek 1 jader ciemnych
czyli charakteryzujacych si¢ zageszczona cytoplazmg. Podobne zmiany wykazano w
badaniach zespolu Priyadarsini i wspotautoréw. Komoérki Hela poddane dziataniu
kwercetyny, ktorego pochodng jest LAP, byly obkurczone, mialy skondensowang
chromatyn¢ i pofragmentowane jadro komorkowe [Priyadarsini i in., 2010]. Podobne
wyniki otrzymali takze inni badacze, ktorych obiektem doswiadczalnym byty komorki linii
Hep2. Wykazali oni indukcje apoptozy przez kwercetyne, ktora stanowi rdzen czasteczki
LAB. Zablokowanie cyklu komorkowego w fazie G2/M powodowato zaggszczanie

chromatyny i nastepnie fragmentacj¢ DNA [Ferrandina i in., 1998].

Analiza komoérek nowotworowych 1 prawidlowych z wykorzystaniem skaningowego
mikroskopu elektronowego (SEM) pozwolita na ocen¢ morfologii komorek i1 potwierdzita
liczne zmiany w topografii ich powierzchni, a wérdd nich zmiany charakterystyczne dla
procesu apoptozy. Wyjatkiem byly komorki prawidlowe fibroblastow skory traktowane
lenzozydem AP, ktére zachowaty prawidtowa morfologi¢, byly wydluzone i $cisle
przylegaly do podtoza. Komodrki hodowli kontrolnych linii HeLa 1 Hep-2 wykazywaty
typowa 1 charakterystyczng dla nich morfologie. Hodowle te byly geste a komorki
wydhuzone, adherentne i posiadaty liczne mikrokosmki. Za§ komoérki poddane dziataniu
Lap, ujawnily wyrazne zmiany w morfologii. Zmniejszyla si¢ ilo$¢ komorek oraz polaczen
pomiedzy nimi. Komorki byly obkurczone 1 nie przylegaty scisle do podtoza. Obserwowano
zmniejszenie ilosci lub catkowitg utrate mikrokosmkow. W niektorych komorkach widoczne
byty tez ciatka apoptotyczne. Literatura podaje liczne dane dotyczace zmian w komodrkach

pod wptywem kwercetyny, ktorej pochodna jest lenzozyd AB. Zmiany charakterystyczne dla
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komorek apoptotycznych obserwowali Talib 1 wspotpracownicy, ktorzy zajmowali si¢
badaniem wptywu metylowych pochodnych kwercetyny wyizolowanych z Inula viscosa, na
komorki raka piersi linii MCF-7. Podobnie, jak w badaniach niniejszej pracy, komorki
poddane dziataniu flawonoidow byty obkurczone 1 miaty zredukowang liczbe
mikrokosmkow. Obserwowano rowniez powstawanie uwypuklen blony oraz utratg kontaktu
pomiegdzy sasiednimi komorkami jak réwniez powstawanie cialek apoptotycznych [Talib i
in., 2012]. Wptyw flawonoidéw na komorki raka piersi MCF-7 analizowali rdwniez inni
badacze. Wang 1 wspoOtpracownicy wykazali, ze w zalezno$ci od stezenia flawonoidy
powoduja obkurczenie komorek oraz redukcje ilosci lub catkowitg utrate mikrokosmkow
[Wang i in., 2016]. Z kolei Zhang i wspotbadacze potwierdzili, ze kwercetyna w komoérkach
raka szyjki macicy indukuj¢ apoptoze oraz wpltywa na morfologi¢ tych komorek. W
zaleznosci od stezenia i czasu inkubacji obserwowano zmiany w ich strukturze takie jak:
redukcja ilosci mikrokosmkow, obkurczenie komoérek oraz powstawanie ciatek
apoptotycznych [Zhang i in., 2007]. Podobne wyniki badan dotyczacych linii MCF-7 i
MDA-MB-231 traktowanych eupatoryng, otrzymali inni badacze. Zmiany obserwowane w
komorkach byly skorelowane z regulacja proapoptotycznych bialek Bad i Bax oraz

aktywacjg kaspazy 9 [Razak 1 in., 2019].

Zmiany ksztaltu komorek, po traktowaniu flawonoidami, mozna tlumaczy¢ ich
wplywem na bialka cytoszkieletu, w tym aktyn¢ oraz biatka sieciujace. Jedna z cech
charakterystycznych adherentnych komorek nablonkowych sg lamellipodia. Struktury te sa
ztozone z wiokien aktynowych a ich organizacja jest regulowana za pomocg bialek
sieciujacych, wigzacych 1 tngcych. W badaniach Majumdara 1 wspoétautoréw, na modelu
ludzkich komorek czerniaka, obserwowano obecno$¢ komorek, ktore nie wykazywaty
ekspresji biatka sieciujacego APB280. Wykazano, ze takie komorki nie tworzyly
lamellipodéw a na ich powierzchni powstawatly kuliste pecherzyki. Stwierdzono wigc, ze
zaburzenia ksztattu komorek 1 wystepowanie uwypuklen na powierzchni blon mogg by¢
wythumaczone dysfunkcjg wtokien aktynowych [Majumdar i in. 2001]. Takie same wnioski
mozna wyciggna¢ na podstawie badan Lee 1 wspotautoréw. Badacze ci zajmowali sig
dziataniem skojarzonej terapii chlorowodorku 7-[1-(5-jodonaftalenol-sulfonylo)-1H-
heksahydro-1,4-diazepiny (ML-7) 1 kwercetyny na komorki ludzkiej ostrej biataczki
promielocytowej HL-60. Wykazano w tych doswiadczeniach, ze flawonoid zwigkszat
cytotoksyczne dziatanie inhibitora MLCK poprzez wigzanie si¢ do aktyny, a w efekcie

komorki posiadaty fenotyp komorek apoptotycznych [Lee i in., 2009]. Z kolei inne badania
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sugeruja, ze hamowanie bialek zwigzanych z organizacja cytoszkieletu, indukuje zmiany w
dynamice aktyny i prowadzi do wzrostu reaktywnych form tlenu. W rezultacie dochodzi
do $mierci komoérkowej [Farah i Amberg, 2007]. Badania niniejszej pracy wykazaty
indukcje stresu oksydacyjnego w komoérkach Hela i Hep-2 poddanych dziataniu LAP.
Formowanie uwypuklen blony oraz ciatek apoptotycznych, zmiany ktoére obserwowano w
tej pracy doktorskiej, moze by¢ zwigzane z inaktywacja kinazy ptytek przylegania FAK.
Kinaza ta odgrywa role w wielu procesach komorkowych takich jak adhezja, regulacja cyklu
komoérkowego, migracja, fosforylacja biatek cytoszkieletu oraz apoptoza. Zwigkszona
ekspresja tego biatka w komorkach raka jest zwigzana z ich zdolno$cia do zwigkszone;j
migracji, inwazji i tworzenia przerzutow [Toton i Rybczynska, 2007]. Z kolei inaktywacja
tej kinazy powoduje zaburzenia przyczepnosci komorek oraz ich odrywanie od podtoza i
sasiednich komorek [Varner, Cheresh, 1996]. Nie mozna zatem wykluczy¢, ze badany w tej
pracy zwiazek, wptywa na rézne biatka, w tym biatka cytoszkieletu czy biatka membran
oraz inne. Badania Pawlikowskiej-Pawlegi 1 wspotbadaczy dowiodty, ze kwercetyna, ktéra
stanowi rdzen czasteczki badanego w tej pracy flawonoidu, wigzac si¢ do biatek
cytoszkieletu czerwonych krwinek cztowieka zmienia ich ksztatt [Pawlikowska-Pawlega i
in., 2003]. W niniejszej pracy analizujagc widma FTIR, wykazano dziatanie badanego
zwigzku na biatka komorek linii Hela 1 Hep- 2 1 jednoczesnie obserwowano zmiany w
morfologii tych komorek. Z drugiej strony odmienne lub niewielkie dzialanie w tym
aspekcie, odnotowano dla linii komoérek prawidlowych czemu nie towarzyszyly zadne
zmiany w morfologii komorek na poziomie mikroskopii $wietlnej, elektronowej 1

fluorescencyjne;.

W celu uzupetnienia danych uzyskanych w badaniach dotyczacych morfologii
badanych komorek 1 potwierdzenia indukcji apoptozy przez badany flawonoid, w kolejnym
etapie badan okreslono wptyw LA na ich ultrastrukture. Badania prowadzone za pomoca
techniki transmisyjnego mikroskopu elektronowego wykazaty, w komorkach linii HeLa jak
1 Hep-2 wyrazne zmiany. W wielu komorkach jadra byty obkurczone 1 miaty nieregularny
ksztatt a w ich obszarze obserwowano skondensowang chromatyng. W cytoplazmie pojawity
si¢ skondensowane mitochondria oraz autofagosomy i autolizosomy. Komoérki wykazywaty
wakuolizacj¢. W komorkach raka szyjki macicy obserwowano rowniez uwypuklenia btony
1 redukcje mikrokosmkow. Z kolei w komorkach prawidtowych, poddanych dziataniu Lap,
nie wykazano wcale lub bardzo niewielkie zmiany w ultrastrukturze. Wigkszo$¢ komorek

miata duze centralnie potozone jadra z widocznym jaderkiem. W cytoplazmie obserwowano
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liczne rybosomy, skondensowane mitochondria oraz wyrazne cysterny retikulum
endoplazmatycznego. Zmiany obserwowane w niniejszej pracy w komorkach linii
nowotworowych poddanych dziataniu lenzozydu AP, sa charakterystyczne dla komodrek
wchodzacych na drogg apoptozy. Podobne zmiany obserwowali w swoich badaniach Mita 1
wspoétautorzy [Mita i in., 2003]. Po inkubacji komorek ludzkiej biataczki monoblastycznej
U937 z medium indukujacym apoptoze, wykazali oni obecno$¢ obkurczonych komorek
oraz kondensacje chromatyny w poblizu obwodu ich jader a nastepnie ich fragmentacje.
Odnotowali oni rowniez zjawisko skracania mikrokosmkow, ktore po dtuzszym czasie
zanikaly. W cytoplazmie takich komodrek widoczne byly liczne wakuole. Zmiany
ultrastrukturalne, wykazane w niniejszej pracy, czyli obecnos¢ skondensowanej chromatyny,
uwypuklenia btony oraz liczne autofagosomy wykazali tez inni badacze, ktorzy dziatali

kwercetyng, na komorki raka piersi [Ranganathan i in., 2015].

Zmiany ksztattu i morfologii, parametrow morfometrycznych i towarzyszace im
zmiany na poziomie ultrastruktury badanych komorek raka szyjki macicy i raka Krtani
cztowieka, zaobserwowane w badaniach wtasnych, moga by¢ wynikiem zmian w strukturze
i whasciwosciach btony komorkowej. Jak wykazaty badania whasne lenzozyd A inkorporuje

si¢ do blon 1 zmienia ich parametry biofizyczne.

Ostatnie badania ujawnily, ze przeciwnowotworowe dziatanie niektorych
flawonoidow moze by¢ zwiazane z ich prooksydacyjnym dzialaniem. Zwiazki te poprzez
zaburzenie procesOw oksydacyjnych w komoérkach i generowanie reaktywnych form tlenu
mogg indukowac apoptozg komodrek nowotworowych [Habtemarium i Dagne, 2010; Li i in.,
2008]. Badania wlasne wykazaty, ze lenzozyd A powoduje programowang smier¢ komorek
linii HeLa 1 Hep-2. Dlatego tez postanowiono okresli¢ wptyw badanego zwiazku na indukcje
stresu oksydacyjnego w komorkach. Stres oksydacyjny jest to stan, w ktéry zostaje
zaburzona réwnowaga pomiedzy procesami pro-oksydacyjnymi a antyoksydacyjnymi.
Wiaze si¢ on z duzym poziomem reaktywnych form tlenu, ktore utleniajgc bialka, thuszcze
1 DNA uszkadzajg tkanki. Jak wynika z licznych danych literaturowych flawonoidy dziataja
antyoksydacyjne. Wielu autorow sugeruje, ze jest to zwigzane z ich dzialaniem na
powierzchni btony [Oteiza i in., 2005]. Z drugiej strony, usztywniajace dziatanie niektorych
polifenoli, moze =zwigkszaé prawdopodobienstwo interakcji pomigdzy kwasami
thuszczowymi a lipidowymi rodnikami prowadzac w rezultacie do utleniania lipidow
[Verstraeten 1 in., 1997; Verstraetten i Oteiza, 2000]. Jak wykazano w badaniach wiasnych,

lenzozyd A indukowat stres oksydacyjny wylacznie w komorkach linii HeLa i1 Hep-2 za$
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w komorkach prawidlowych obnizyl jego poziom. Takie dualistyczne dziatanie wykazano
réowniez dla kwercetyny, ktorej pochodng jest LAB. W zalezno$ci od stezenia,
umiejscowienia w komorce oraz zrdédta wolnych rodnikow, kwercetyna dziatata zaréwno
pro- jak i antyoksydacyjnie [Kobylinska i Janas, 2015]. W badaniach dotyczacych jej
wplywu na komorki ludzkich linii watrobiaka HepG2 i HA22T/VGH kwercetyna dziatata
antyoksydacyjne i hamowata generowanie rodnikéw tlenowych. Natomiast w wyzszych
stezeniach 1 po dtuzszym czasie inkubacji generowata rodniki. W konsekwencji zaburzata
mitochondrialny potencjal btonowy, powodowata wyptyw cytochromu c i indukowata
apoptoze [Bird, 2002; Gehring i in.,, 2009]. Podobnie inne flawonoidy (apigenina,
epigalokatechina oraz genisteina), jak wykazat Das 1 jego zespo6l, generuja synteze ROS a
przez to wywotuja apoptoz¢ w komorkach glejaka wielopostaciowego [Das i in., 2010].
Tak wiec dziatanie antyutleniajace flawonoidoéw zalezy od stezenia zwigzku, typu komorki

oraz warunkow hodowli [Matsuo i in., 2005].

Podsumowujac, badania w ramach niniejszej rozprawy wykazaly zdolnosc,
niepoznanego dotad, lenzozydu AP do wchodzenia w interakcje zarowno z modelowymi
btonami sporzadzonymi z DPPC jak réwniez z biatkowymi i lipidowymi sktadnikami
badanych komorek. Badany zwiazek lokalizuje si¢ w rejonie gtow polarnych fosfolipidow 1
tworzy wigzania wodorowe z ugrupowaniem C-O-P-O-C. W znacznym stopniu zmienia
on  strukturalne i dynamiczne wiasciwosci badanych blon oraz aktywnos$¢ kanatow
potasowych komorek prawidlowych. Ponadto, LAB wykazuje dziatanie cytotoksyczne w
stosunku do komorek, zwlaszcza komorek Hela 1 indukuje ich apoptoze. Oddziatujac na
lipidy 1 biatka komorek nowotworowych, zmienia ich morfologig, ultrastrukture oraz
parametry morfometryczne. Badany zwigzek wykazuje antyoksydacyjng aktywno$¢ w
stosunku do komorek prawidtowych i jednoczes$nie pro-oksydacyjnie dziatanie na komorki
nowotworowe, co prowadzi do ich apoptozy. Uzyskane wyniki dostarczajg istotnych
informacji na temat mechanizméw oddzialywania lenzozydu A z btonami komoérkowymi
oraz skutkow tych interakcji w komorkach. Moga by¢ podstawa do terapeutycznego
zastosowania zawiazku w leczeniu nowotwordw oraz innych chorob. Jednak konieczne sa

dalsze, bardziej szczegdtowe badania.
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V1. WhniosKki

1.

2.

Badania interakcji lenzozydu AP z modelowymi blonami lipidowymi utworzonymi
z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) wskazujg na istotny wpltyw badanego zwigzku
na dwuwarstwe lipidowa:

a) Lenzozyd AP wbudowuje si¢ do liposomow uformowanych z DPPC i wigze si¢ z
glowami polarnymi lipidow za pomocg wigzanh wodorowych pomiedzy
ugrupowaniem C-O-P-O-C a grupami hydroksylowymi flawonoidu

b) Badany zwigzek wykazuje dziatanie usztywniajace na blony, co moze mie¢ istotne
znaczenie dla jego biologicznych aktywnoS$ci

c) Flawonoid zmienia (modyfikuje) wiasnosci fizyczne dwuwarstw lipidowych
przejawiajace si¢ w formowaniu liposomow wielowarstwowych o wigkszych
rozmiarach

d) Planarna orientacja badanego zwigzku w stosunku do ptaszczyzny dwuwarstwy
lipidowej sugeruje, ze moze on dziata¢ jako filtr promieniowania krotkofalowego 1

chroni¢ komorki przed uszkodzeniami zwigzanymi z fotojonizacjq.

Lenzozyd AP oddziatuje na poziomie molekularnym z komoérkami raka szyjki macicy

(HeLa) i raka krtani (Hep-2):

a) Badany flawonoid wchodzi w interakcje z lipidami komorek w obszarze gtow
cholinowych fosfolipidéw poprzez tworzenie wigzan wodorowych z grupami —POz’
oraz ugrupowaniem C-O-P-O-C gtéw polarnych.

b) Lenzozyd AP zmienia profil spektralny biatek badanych komorek, co przejawito si¢
zmianami w regionie amidu I, zmianami ich struktury drugorzedowej oraz
obnizeniem wzglednej ilosci biatek

¢) Dhuzszy czas inkubacji z flawonoidem hamuje prawdopodobnie syntezg biatek oraz

powoduje ich czgsciowa denaturacje¢ i agregacje.

Badany flawonoid odmiennie oddziatuje, na poziomie molekularnym, na komorki
prawidtowe linii HSF. Wykazuje niewielkie dziatanie usztywniajace wobec frakcji

lipidowej gtow cholinowych oraz indukuje wytworzenie dodatkowych biatek.
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4. Zmiany we wilasciwosciach lipidow badanych komoérek prawidlowych przez lenzozyd
AP jak réwniez jego wplyw na biatka, mogg modulowa¢ aktywnos$¢ biatek integralnych
zaangazowanych ~w  transport blonowy, co wujawnilo si¢ zwigkszonym
prawdopodobienstwem otwierania si¢ kanatow potasowych w tych komoérkach i zmiang

ich aktywnosci.

5. Badany zwigzek w niewielkim stopniu obniza przezywalnos¢ komorek. Jego
cytotoksyczne dziatanie skorelowane jest z indukcja apoptozy, cho¢ w niewielkim

stopniu, w komoérkach nowotworowych.

6. Efektem dziatania lenzozydu AP na komorki nowotworowe sg wyrazne zmiany w ich
morfologii i ultrastrukturze charakterystyczne dla procesu apoptozy. Zmienia on
parametry morfometryczne, topografi¢ powierzchni oraz struktur¢ wewnetrzng badanych

komorek.

7. Zmiany ksztattu i morfologii, parametrow morfometrycznych i towarzyszace im zmiany
na poziomie ultrastruktury badanych komorek raka szyjki macicy 1 raka krtani cztowieka,
zaobserwowane w badaniach wtasnych, moga by¢ wynikiem zmian w strukturze i
wlasciwosciach btony komorkowej. Jak wykazaly badania wlasne lenzozyd AP

inkorporuje si¢ do bton 1 zmienia ich parametry biofizyczne.

8. Komorki prawidlowe wykazuja odmienng wrazliwo$¢ na dziatanie lenzozydu AP, ktory
nie zmienia ich morfologii oraz ultrastruktury. Jednocze$nie nie wywotuje

programowanej $§mierci w komodrkach 1 wykazuje w nich dzialanie anty-utleniajace.

9. Lenzozyd AP indukuje stres oksydacyjny w komorkach linii HeLa i Hep-2, co moze mie¢

zastosowane w eliminacji komorek po zahamowaniu ich obrony antyoksydacyjne;.
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