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1. Wprowadzenie

1.1 Mitochondria w chorobach ukladu sercowo-naczyniowego

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego stanowiag glowng przyczyng zgonow na Swiecie.
Wysoki odsetek na tle innych zespotow chorobowych notuje si¢ zarowno w Europie (ok.
45%), jak i w Stanach Zjednoczonych, gdzie choroby uktadu krazenia stanowig ok. 1/3
wszystkich przypadkéw $miertelnych [1]. Zalicza si¢ je do chordb cywilizacyjnych obok
cukrzycy, otylosci, osteoporozy, chorob nowotworowych, depresji czy innych chordb
dotyczacych zdrowia psychicznego [2,3]. Spowodowane sg w gtdownej mierze stresogennym
trybem zycia, niezdrowa dieta (bogata w substancje konserwujace, wzbogacang sztucznymi
aromatami 1 polepszaczami smaku), niekorzystnym wpltywem $rodowiska (np.
zanieczyszczenia powietrza), niskg aktywnoscig fizyczng czy uzywkami. Wiekszo$ci z nich
mozna zapobiega¢ poprzez wdrozenie odpowiedniej diety, bogatej w naturalne sktadniki
oraz aktywnos¢ fizyczna [4,5].

Do chorob uktadu sercowo-naczyniowego zalicza si¢ miedzy innymi uszkodzenia
niedokrwienno-reperfuzyjne: zawat migs$nia sercowego, niewydolno$¢ serca, nadcisnienie,
miazdzyce tetnic, polekowe uszkodzenie mig$nia sercowego, chorobg wiencowsa, chorobe
naczyn obwodowych, chorobe naczyn mézgu czy zwapnienie naczyn krwiono$nych [6,7].
Ich etiologia jest bardzo ztozona. Zaczynajac od poziomu podstawowe] jednostki
budulcowej organizmu — komorki, gdzie dochodzi do nieprawidtowosci metabolicznych,
nadmiernej syntezy reaktywnych form tlenu (RFT, ang. reactive oxygen species), deficytow
energetycznych, stresu retikularnego, rozregulowania mechanizmoéw autofagii czy indukcji
apoptozy. Wszystkie z wymienionych procesow bezposrednio lub posrednio zwigzane sa
z mitochondriami. Mozna zatem wnioskowaé, ze dysfunkcja mitochondriow odgrywa
kluczowa role w indukcji zaburzeh komoérkowych 1 dalej — w rozwoju schorzen uktadu
krazenia [1,8]. Powyzej przytoczone procesy na poziomie komorkowym wskazuja, dlaczego
zaburzenia wynikajace z nieprawidtowego dziatania mitochondriéw wykazuja na ogél
ztozone objawy Kkliniczne i dlaczego przede wszystkim wystepuja w tkankach
wymagajacych zwigkszonego zapotrzebowania energetycznego. Takimi bez watpienia s3

tkanki uktadu sercowo-naczyniowego [9].
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1.1.1 Rola srédblonka naczyniowego

Uktad krazenia jest uktadem zamknigtym skladajagcym sie z zyt i1 tgtnic oraz naczyn
wlosowatych. Przeptyw krwi w uktadzie krwiono$nym jest wymuszony przez mig¢sien
sercowy. Serce jest pompa zalewowo-ttoczacg, ktére pomimo tego, ze jest wypelnione
krwig, posiada wlasny system dostarczania substancji odzywczych w postaci sieci naczyn
wiencowych. U ssakow zbudowane jest ono z dwoch komor — prawej i lewej oraz
znajdujacych si¢ nad nimi przedsionkow — prawego i lewego. Kierunek przeptywu Krwi jest
utrzymywany dzieki zastawkom, ktére zapobiegaja jej cofaniu. Skoordynowany skurcz
migénia sercowego mozliwy jest dzieki wyspecjalizowanym ukladom komorek oraz
uktadowi bodZzcowo-przewodzacemu. Naczynia krwiono$ne zbudowane s3 z kilku warstw:
wewnetrznej (najblizsza $wiatlu naczynia) utworzonej z komorek S$rddblonka
zakotwiczonych w kolagenowej btonie podstawnej; warstwy $rodkowej zbudowanej
z komorek mieéni gladkich i wildkien kolagenowych; oraz przydanki, czyli warstwy
zewnetrznej, w sktad ktorej wehodza wiokna kolagenowe, fibroblasty, makrofagi 1 komorki

tuczne. Poszczegodlne warstwy oddzielaja btony sprezyste. [10-12].

Przez dtugi okres czasu uwazano, ze $rodbtonek naczyniowy stanowi jedynie mechaniczng
barier¢ w naczyniu krwiono$nym oddzielajaca przeptywajaca krew od komoérek potozonych
w glebi tkanek. Dzi$ jednak przypisuje si¢ mu znacznie wigcej funkcji. Komorki srodblonka
syntetyzuja czynniki wzrostu i czasteczki regulatorowe mogace zweza¢ (np. angiotensyna
I) lub rozszerza¢ (np. tlenek azotu) $ciany naczyn, a takze wplywajace na koagulacje
(czynniki krzepnigcia) czy fibrynolize (np. prostaglandyny). Poprzez wydzielanie cytokin
I czasteczek adhezyjnych kontroluja procesy zapalne i immunologiczne zachodzace
w naczyniach krwiono$nych. Substancje odzywcze i inne mogg przenika¢ przez polaczenia
miedzy sasiadujagcymi komorkami s$rodbtonka lub by¢ wchtaniane przez nie [13].
Prawidtowo funkcjonujacy srodbtonek naczyniowy hamuje migracje i proliferacje komorek
migéni gladkich oraz adhezj¢ 1 migracj¢ leukocytow. W normalnych warunkach promuje
rozszerzanie naczyn krwionos$nych oraz dziatanie przeciwzapalne czy przeciwutleniajace
chronigc naczynia przed miazdzycg [14,15]. Dysfunkcja srodblonka naczyniowego wigze si¢
z wystepowaniem miazdzycy, zwickszonego ryzyka zdarzen sercowo-naczyniowych,
nadci$nienia tg¢tniczego. Zmniejszenie biodostgpnosci tlenku azotu oraz zwigkszenie
stezenia RFT uwaza si¢ za gléwne czynniki dysfunkcji komoérek s$rodbtonka [13,16].

Uposledzenie funkcji srodblonka zwigzane jest z ograniczeniem funkcji rozszerzania
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naczynia krwiono$nego. Zmiana $wiatla naczynia prowadzi do przebudowy naczyn (staja

si¢ one wezsze), a to wigze si¢ z nadcisnieniem [17].

Dysfunkcja srodbtonka naczyniowego zwigzana migdzy innymi z nadci$nieniem, cukrzyca,
przewlektym stresem, uzywkami czy przewlekltymi stanami zapalnymi sprzyja odktadaniu
si¢ w tej warstwie nadmiaru lipidow LDL (lipoproteiny niskiej gegstosci, ang. low-density
lipoprotein). Prowadzi to stopniowo do dalszego nagromadzania si¢ tych lipidow, dalszego
nacieku i gromadzenia macierzy zewnatrzkomorkowej, az do interakcji z makrofagami. Te
z kolei maja zdolnos$¢ przeksztatcania si¢ w komorki piankowate. Jednoczesnie komorki
migsni gladkich naczyn krwiono$nych zyskuja zdolno$¢ do migracji do blony wewngtrznej
gdzie syntetyzuja macierz zewnatrzkomorkowa 1 sprzyjaja tworzeniu si¢ czapeczki
wildknistej. Tym samym $wiatto naczynia sukcesywnie zmniejsza si¢. W miar¢ rozwoju
miazdzycy, liczba komorek migsni gladkich naczyn ulega zmniejszeniu, a komorki
piankowate ulegaja apoptozie uwalniajac metaloproteazy. Te z kolei degraduja czapeczke
wloknista, a ta odrywajac si¢ tworzy zakrzepy i moze doprowadzi¢ do zawalu migsnia

sercowego [18]. Ochrona $rodblonka naczyniowego przed uszkodzeniami prowadzacymi do

jeqo dysfunkcji i dalszych tego konsekwencji wydaje sie by¢ waznym dzialaniem

w kontekscie przeciwdzialania chorob uktadu krazenia.

1.1.2 Dysfunkcje mitochondriow w patogenezie chorob ukladu krazenia

Uktad sercowo-naczyniowy jest ukladem heterogennym pod wzgledem budowy
komorkowej jego tkanek. Wyrdznia si¢ wiele typow komorek od srodbtonkowych, poprzez
nabtonki i fibroblasty, po komorki migsni gtadkich i poprzecznie prazkowane [10,12]. Laczy
je duze zapotrzebowanie na energi¢ w postaci ATP (adenozyno-5’-trifosforan), ktora
syntetyzowana jest w mitochondriach. Dlatego prawidtowe funkcjonowanie mitochondriow
ma ogromne znaczenie dla wydajno$ci pracy migsnia sercowego [19,20]. Dysfunkcja
mitochondriéw coraz czesciej wigzana jest z procesami miazdzycowymi. Wigze si¢ to ze
zwigkszeniem syntezy RFT, uszkodzeniami zwigzanymi ze stresem oksydacyjnym,
zmniejszeniem wydajnosci procesOw generujacych energie oraz zaburzong dynamika
mitochondriow [21]. Wykazano rowniez, ze wraz ze starzeniem komorek, mitochondria
ulegaja zmianom, ograniczajagcym ich wydajne funkcjonowanie. Ponadto, stare,

dysfunkcyjne mitochondria podlegaja mitofagii, czyli degradacji na skutek autofagii [22].
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Utrzymanie prawidtowego funkcjonowania mitochondriow ma duze znaczenie dla fizjologii
komorek, szczegdlnie tych o0 wysokim zapotrzebowaniu energetycznym, np.
kardiomiocytach. Mitochondria zajmujg ok. 30 % ich catkowitej objetosci i wytwarzajg
ogromng ilo$¢ energii na drodze fosforylacji oksydacyjnej (ok. 6 kg ATP dziennie) [23].
W przypadku migéni poprzecznie prazkowanych serca wykazano, ze nieprawidtowos$ci
w funkcjonowaniu 1 strukturze mitochondriow powodujg znaczne uposledzenie
energetyczne podczas wysitku. Sugeruje to jednoznacznie, ze dysfunkcja tych organelli
moze przyczynia¢ si¢ do obnizonej tolerancji wysitku, co w efekcie prowadzi do
niewydolnosci serca. Istotng role w tym procesie przypisuje si¢ reaktywnym formom tlenu,
ktorych wzrost stezenia koreluje z uszkodzeniem mitochondriow, a co z kolei wigze si¢
z zachwianiem rownowagi energetycznej. Zaobserwowano zbyt niska produkcj¢ ATP
w stosunku do zapotrzebowania na energi¢ [24]. Ponadto zaklocenia dotyczace procesow
podziatu mitochondriéw, jak rowniez ich fuzji moga prowadzi¢ do nagromadzenia organelli,
ktore sa uszkodzone, nie spetniajg swoich funkcji. Zostaja one wtedy usunigte W procesie
mitofagii, jednakze nadmiernie wystepujaca mitofagia, obok czestych podziatow
mitochondriow, prowadzi do ostabienia zdolnosci metabolicznych komorki [23]. Wykazano
réwniez, ze mitochondria odgrywaja wazna rolg w przywrdceniu warunkow fizjologicznych
po niedokrwieniu migénia sercowego/zawale migsnia sercowego. Podczas tego typu stanow
chorobowych dochodzi do naglego zaburzenia metabolizmu kardiomiocytéw w wyniku
braku dostepu do tlenu 1 skladnikéw odzywczych, jak rowniez zakwaszenia
wewnatrzkomorkowego [25]. W tej sytuacji przywrdcenie wlasciwego funkcjonowania serca

po urazie niedokrwiennym zalezne jest w wysokim stopniu od funkcji mitochondriéw [26].

Wzmozona synteza reaktywnych form tlenu powoduje nieprawidtowe funkcjonowanie
mitochondriéw $rodbtonka naczyniowego w efekcie czego dochodzi do dysfunkcji tej
warstwy budujacej naczynia krwionosne. Efektem niniejszej kaskady proceséw jest indukcja
zmian miazdzycowych [27]. Mitochondrialne wytwarzanie RFT jest dotychczas
najdoktadniej udokumentowanym zwigzkiem pomig¢dzy mitochondriami, a chorobami
uktadu krazenia [28-30]. Uwaza si¢, ze wplyw na metabolizm i syntezg energii
w mitochondriach $rdédbtonka naczyniowego moze by¢ obiecujgcym celem terapii chorob
uktadu sercowo-naczyniowego. Dlatego upatruje si¢ istotnej roli mitochondriow
W procesach cytoprotekcyjnych $rddbtonka obejmujacych cykl potasowy czy transport
wapnia do tych organelli, a ktore to wptywaja na synteze reaktywnych form tlenu [31].
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1.2 Budowa i funkcje mitochondriow

Mitochondria to przedziaty komodrkowe, ktoérych podstawowa funkcja jest synteza ATP,
zwigzku niezbednego dla prawidtowego funkcjonowania komoérek oraz w procesach
wymagajacych energii. Schemat budowy mitochondrium przedstawiono na Rycinie 1.
Wystepuja w zdecydowanej wickszosci komorek eukariotycznych, a ich liczba i ksztatt
zalezne sg od typu komorki i jej zapotrzebowania na ATP. Mitochondria to struktury
dynamiczne, ktére moga zmienia¢ swojg lokalizacje¢ w komorce, ksztatt oraz wielkoscé.
Przyjmuje si¢, ze $redni rozmiar mitochondrium to od 2 do 8 um. Wykazuja zdolnos$¢ do
podziatu oraz fuzji z innymi mitochondriami. Zbudowane sa z dwoch bton (zewnetrznej
I wewnetrznej) oddzielonych przestrzenia miedzybtonowa. Wnetrze to macierz
mitochondrialna. [32]. Mitochondria maja wlasny genom, jednak zdecydowana wigkszo$¢
biatek wystepujacych w tych organellach kodowana jest przez jadrowy DNA i nastepnie

transportowana do mitochondriéw [33].

mitochondrialne kanaty jonowe
mtDNA

grzebienie mitochondrialne

wewnetrzna btona

przestrzen migdzybtonowa

macierz mitochondrialna

zewnetrzna btona
rybosomy

biatka transportowe  kompleksy tancucha oddechowego

Rycina 1 Schemat budowy mitochondrium. Na rysunku zaznaczono zewnetrzng i wewnetrzng blong, macierz
mitochondrialng, grzebienie, kompleksy tancucha oddechowego, syntaze ATP, rybosomy, biatka transportowe
i mitochondrialne kanafy jonowe oraz mitochondrialny DNA (mtDNA). Rysunek wlasny na podstawie [34].

Zewngtrzna btona mitochondrialna oddziela mitochondria od cytoplazmy. Znajduje sie¢
W niej wiele biatek, w tym kanat VDAC — poryna (kanat anionowy regulowany przez zmiang

potencjatu, ang. voltage - dependent anion channel), przez ktory swobodnie moga przenikac
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substancje o masie ponizej 5000 Daltonéw. Wigksze czgsteczki transportowane sa przez
wyspecjalizowane biatka btonowe. Z kolei czasteczki o bardzo matych masach i niskiej
polarnosci jak np. gazy moga swobodnie dyfundowaé przez wszystkie btony biologiczne
[35,36].

Wewngtrzna btona mitochondrialna jest pofatdowana, a w jej sktad wchodza migdzy innymi
biatka tancucha oddechowego, syntaza ATP oraz wiele roznych bialek transportujgcych.
Tworzy charakterystyczne tzw. grzebienie mitochondrialne co decyduje o jej relatywnie
duzej powierzchni w porownaniu do blony zewnetrznej. Wykazano, ze im wigksze jest
zapotrzebowanie komorki na energie, tym bardziej jest ona pofatdowana tzn. obserwowane
jest zageszczenie grzebieni [36,37]. W tej blonie znajduje si¢ rowniez megakanat
mitochondrialny (mPTP, ang. mitochondrial permeability transition pore), aktywowany
wysokim stezeniem jonéw wapnia w macierzy. Aktywacja mPTP umozliwia zwigkszenie
przepuszczalnosci blony, co moze prowadzi¢ do pecznienia mitochondridow 1 $mierci
komorki na drodze apoptozy lub nekrozy [38,39]. Ponadto wystepuje tu biatko rozprze¢gajace
(UCP, ang. uncoupling protein) zdolne do rozpraszania gradientu protonow generowanego
przez kompleksy tancucha oddechowego pompujace protony z macierzy mitochondrialnej
do przestrzeni miedzybtonowej. W momencie rozpraszania gradientu protonowego,
ograniczana jest synteza ATP, aw zamian generowane jest ciepto. Nie wszystkie biatka UCP
s jednak zwigzane z procesem termogenezy, a np. z transportem anionéw. Ponadto biatkom
rozprzegajacym przypisuje si¢ zdolnos¢ zmniejszania syntezy reaktywnych form tlenu

[40,41].

Macierz mitochondrialna ograniczona jest wewngtrzng btong mitochondrialng. Stanowi
ztozony roztwor jonow, biatek oraz metabolitdéw. Znajduja si¢ tutaj migdzy innymi enzymy
cyklu Krebsa czy B-oksydacji kwasoéw thuszczowych. W macierzy wystepuje ponadto kolisty
mitochondrialny ~ kwas  deoksyrybonukleinowy  (mtDNA, ang. mitochondrial
deoxyribonucleic acid) stanowigcy materiat genetyczny mitochondriéw, a takze rybosomy
mitochondrialne [36]. Dowiedziono, ze DNA mitochondrialne jest wielokrotnie bardziej
podatne na uszkodzenia czy mutacje niz DNA jadrowe. Wynika to z powodu braku
wystepowania intronéw 1 histonéw oraz bliskosci miejsc syntezy RFT, ktoére majg zdolnosci

uszkadzania mtDNA [42].
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Podstawowa funkcja mitochondriow jest wytwarzanie energii w postaci ATP
wykorzystywanego gtéwnie w procesach metabolicznych komorki. Mitochondria biorg
takze udzial w innych procesach fizjologicznych jak np. cykl kwasow trikarboksylowych
(inaczej: cykl Krebsa lub cykl kwasu cytrynowego), metabolizm kwasow ttuszczowych (B-
oksydacja), glukoneogeneza, buforowanie jonéw wapnia CzZy programowana S$mieré
komorki - apoptoza [43]. W mitochondriach syntetyzowane sa réwniez reaktywne formy
tlenu (RFT) przez kompleksy tancucha oddechowego, w tym wolnych rodnikow tlenowych
i nadtlenku wodoru. Obecno$¢ RFT moze doprowadza¢ do uszkodzen kwasoéw
nukleinowych, biatek oraz lipidow. Sugeruje sig¢, ze to reaktywne formy tlenu przyczyniajg

si¢ do rozwoju choréb zwigzanych z dysfunkcjg mitochondriow [44].

Oprocz chorob wynikajacych z metabolicznej dysfunkcji mitochondriow, wystepuja
réwniez choroby mitochondrialne powstate na skutek mutacji w DNA mitochondrialnym
i/lub jadrowym. Genetyczne choroby mitochondrialne diagnozowane sg na réznym etapie
rozwoju, moga dotyczy¢ kazdego z narzadow, objawy moga dawaé¢ w kazdym wieku
I bywaja dziedziczone. Obecnie sg to zaburzenia, ktorych leczenie polega glownie na

tagodzeniu objawéw chorobowych [45,46].

1.3 Mitochondrialne kanaly potasowe

Technike patch-clamp, do identyfikacji mitochondrialnego kanalu potasowego, po raz
pierwszy zastosowano na poczatku lat dziewiecdziesigtych XX wieku. Potwierdzono wtedy
jego obecno$¢ w wewnetrznej blonie mitochondrialnej komoérek watroby szczura [47].
Obecnie wiele grup bada wewnatrzkomérkowy transport jondéw potasu [48-50].
Zaobserwowano, ze zmiany przepuszczalnosci wewnetrznej blony mitochondrialnej dla
jonow potasowych sa istotne dla indukcji mechanizméw ochronnych zmniejszajacych
uszkodzenia tkanek powstalych wskutek niedokrwienia czy tez stresu oksydacyjnego [51-
53]. Coraz wiecej doniesien wskazuje na udziat mitochondrialnych kanatéw potasowych
w regulacji procesow fizjologicznych w komorce. Jednym z nich jest ich rola
w cytoprotekcji zwigzanej z niedokrwieniem/reperfuzja w migsniu sercowym czy mozgu
ssakow [54,55]. Wykazano, ze aktywacja kanaléw potasowych, przed lub w trakcie

wystgpienia niedokrwienia, jest powigzana z cytoprotekcja. Mechanizmy ochronne
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zwigzane z aktywacja mitochondrialnych kanaldw potasowych nie sg jeszcze poznane, ale

zaproponowano kilka hipotez je wyjasniajacych [56-58].

Aktywacja mitochondrialnego kanalu potasowego regulowanego ATP (kanal mitoKare,
ang. ATP-regulated mitochondrial potassium channel) jest wazna dla ochrony uktadu
sercowo-naczyniowego [59,60], natomiast mitochondrialny kanal potasowy o duzej
przewodnosci regulowany jonami wapnia (kanal mitoBKca) jest wazny takze dla ochrony
mozgu przed uszkodzeniem wynikajacym np. z udaru [61,62]. Stad tez proby
farmakologicznej regulacji mitochondrialnych kanatow potasowych staty si¢ obiecujacym,
a zarazem nowatorskim podejsciem leczenia chordb sercowo-naczyniowych czy
neurodegeneracyjnych. Jednakze, wlasciwosci biofizyczne i farmakologiczne kanatow
potasowych w mitochondriach nie sa wciagz w pelni poznane. Co wigcej, substancje
stosowane do identyfikacji i charakterystyki kanalow zlokalizowanych w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej majg ograniczone zastosowanie. Na przyktad wykazano, ze maja

one dodatkowe miejsca oddziatywania na poziomie komorki [63,64].

Do tej pory w wewngtrznej blonie mitochondrialnej r6znych typoéw komorek opisano kilka
rodzajow kanaléw potasowych miedzy innymi: mitochondrialny kanat potasowy
regulowany ATP (kanat mitoK ate), mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez Ca%*
o malej/$redniej/duzej przewodnosci (kanaly mitoS/I/BKcs, ang. mitochondrial
low/medium/high conductance calcium-regulated potassium channel), mitochondrialne
kanaty potasowe bramkowane napigciem Kv1.3 i Kv7.4 (kanat mitoKv1.3 i mitoKv7.4, ang.
mitochondrial voltage-gated potassium channels) czy dwuporowy kanat potasowy TASK-3
(kanat mitoTASK-3, mitochondrialny wrazliwy na kwasy kanal potasowy zwigzany
z TWIK; ang. mitochondrial TWIK-related acid sensitive potassium channel) oraz
aktywowany sodem mitochondrialny kanal potasowy (mitoSlo2, ang. mitochondrial
sodium-activated  potassium channel). W wyniku  przeprowadzonych  badan
zidentyfikowano inhibitory oraz aktywatory kanatow mitoK, z ktorych wigkszos$¢ stanowig
substancje sztucznie syntetyzowane lub bedace toksynami pochodzenia zwierzgcego [49,65].
Na Rycinie 2 przedstawiono mitochondrialne kanaly potasowe wraz z ich endogennymi

aktywatorami i inhibitorami.
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Rycina 2 Mitochondrialne kana#y potasowe (mitoK). Zaznaczono daty identyfikacji oraz endogenne
modulatory kanatéw mitoK. (+) oznaczono aktywatory, zas (-) inhibitory, Ay — 0znacza réznice potencjatu.
Wyrdzniono kanaly regulowane jonami wapnia (mitoS/I/BKca), przez ATP (mitoKare), jonami sodu (mitoSlo2),
bramkowane napieciem (mitoKvl.3 i mitoKv7.4) oraz kanat mitoTASK-3. Rysunek wiasny na podstawie [66].

1.3.1 Mitochondrialny kanal potasowy BKca

Mitochondrialny kanat potasowy o duzej przewodnosci, regulowany jonami wapnia (kanat
mitoBKca) po raz pierwszy zostal opisany w wewngtrznej btonie mitochondrialnej ludzkich
komorek glejaka linii LN229 [67]. Nastepnie zostat zidentyfikowany takze w mitochondriach
miesni szkieletowych [68], mozgu [69], sercu [70], komorkach srodbtonka naczyniowego [71]
czy fibroblastach skory [72].

Kanat mitoBKca jest strukturalnie podobny do tego z btony plazmatycznej. Funkcjonalny
kanal BKca jest tetramerem podjednostki a tworzacej por kanatu, z ktorych kazda sktada sie
z siedmiu domen przezbtonowych S0-S6. Wyrdznia si¢ takze dwa regiony RCK1 i RCK2
(ang. regulator of conductance of K*), znane jako regulatory przewodnictwa potasu [73,74].
Ponadto wystepuja cztery podjednostki regulatorowe B (B1-4) i1 cztery podjednostki y (y1-
4), ktore moga modulowac aktywno$¢ kanatu. W zaleznosci od tkanki, podjednostki o moga
wystepowaé z innymi podjednostkami regulatorowymi 3, ktore okreslaja wlasciwosci
biofizyczne i farmakologiczne kanatu [63,75]. Przyktadem mogg by¢ mitochondria ludzkich
fibroblastow skornych, w ktorych zidentyfikowano glownie podjednostke B3, podczas gdy
pozostate B1, B2 1 4 wystepuja w znikomych ilosciach [72]. Strukture kanatu typu BKca
przedstawiono schematycznie na Rycinie 3. Przewodnictwo pojedynczego kanatu mitoBKca
wynosi okoto 150-300 pS [63,74].
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Rycina 3 Struktura kanatu potasowego o duzym przewodnictwie zaleznego od jonow wapnia. (a) Budowa
podjednostki a tworzgcej por kanatu z wyszczegélnieniem N- konca, domen przezblonowych S0 -S6 oraz
Jjednostek wigzgcych jony wapnia (RCKI i RCK2). (b) Przekroj pionowy przez wewnegtrzng blong
mitochondrialng z uwzglednieniem tetrameru jednostek a formujgcych por kanatu BKca oraz jednostek
regulatorowych g iy [76].

1.3.1.1 Substancje regulujace aktywnos$¢ kanalu mitoBKca

Mitochondrialny kanat BKca, aktywowany jest przez jony wapnia. Wraz ze wzrostem ich
stezenia, kanat wykazuje zwigkszone prawdopodobienstwo otwaré, co wiaze si¢ ze
wzrostem jego aktywnosci — wzrostem ilo$ci przeptywajacych jondw potasu [71,72]. Kanat
ten aktywowany jest rowniez przez NS1619 (1,3-Dihydro-1-[2-hydroksy-5-
(trifluorometylo) fenylo]-5-(trifluorometylo)-2H-benzimidazol-2-on), zas blokowany przez
paksyling nawet w obecnosci aktywatora [77,78]. Stwierdzono, ze kanal mitoBKca opisany
w mitoplastach komorek serca $winki morskiej moze by¢ blokowany réwniez przez
charybdotoksyne [70]. Innym aktywatorem mitoBKca jest syntetyczny zwigzek NS11021
(N'-[3,5-Bis  (trifluorometylo)  fenylo]-N-[4-bromo-2-(2H-tetrazol-5-ilo)  fenylo]-
tiomocznik) [71,79]. Jeszcze innym zwigzkiem otwierajacym kanat jest CGS7184 (1 - [[(4-
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chlorofenylo) amino] okso]-2-hydroksy-6-trifluorometylo-1H-indolo-3-karboksylan etylu),
ktorego whasciwosci potwierdzono w komorkach glejaka mozgu [57]. Oprécz powyzszych,
warto wspomnie¢, ze istniejg takze endogenne modulatory kanatu BKca, poza
wspomnianymi wczesniej jonami wapnia. Do fizjologicznych czynnikow pobudzajacych
aktywnos$¢ kanatu zalicza si¢ m.in. depolaryzacj¢ blony, tlenek azotu, tlenek wegla jak
rowniez fosforylacje przez kinazy biatkowe A 1 G. Z kolei hiperpolaryzacja i dziatanie
kinazy biatkowej C, nalezg do endogennych inhibitoréw kanatu [80]. Wérod nowo odkrytych
modulatoréw mitochondrialnego kanatu BKca szczegélnie interesujace wydaja si¢ byc te
pochodzenia naturalnego — flawonoidy. Dowiedziono, ze naringenina aktywuje ten kanat

w komorkach serca szczura [81].

1.3.1.2 Znaczenie fizjologiczne regulacji kanalu mitoBKca

Zmiany cytozolowego stezenia wapnia majg duzy wptyw na metabolizm i przezywalno$¢
komérek. Zaobserwowano, ze dodanie Ca®* do izolowanych mitochondriéw mozgu szczura
indukuje obnizenie potencjalu wewngtrznej btony mitochondrialnej, a w konsekwencji
zwiekszone oddychanie mitochondrialne [82]. Kanal mitoBKca, jest wrazliwy na jony
wapnia 1 wraz ze wzrostem ich stg¢zenia ulega aktywacji, obserwuje si¢ zwigkszone
prawdopodobiefstwo otwar¢ kanatu, co sprzyja naptywowi jondéw potasu [71]. Dane
funkcjonalne, mikroskopia $wietlna i elektronowa, rekonstytucja do dwuwarstwy lipidowej
oraz badania immunologiczne wykazaly rowniez, ze kanaly typu BKca znajdujg si¢
W mitochondrialnej blonie wewnetrznej widkien miesni szkieletowych szczura.
Zwigkszenie naplywu jondw potasu poprzez otwarcie kanalu mitoBKca moze by¢ wazne dla
ochrony mioblastow, wykazano bowiem, ze aktywatory kanatow chronig mioblasty przed
stresem oksydacyjnym [68]. Dodatkowo inne obserwacje moga wskazywac na mozliwa role
kanatu mitoBKca podczas niedotlenienia, ktéra mozna interpretowac jako mechanizm

antyapoptotyczny [67].

1.3.1.3 Rola mitochondrialnego cyklu potasowego w cytoprotekcji

Mitochondrialny cykl jondw potasu, ztozony jest ze szlakow jego naptywu, jak 1 wyptywu

z mitochondriéw. Do utrzymania homeostazy jonowej, poza jonami potasu, istotne sa
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réwniez przeptywy innych jonéw (np. jonéw wapnia), w tym anionéw (np. chlorkowych,
wodoroweglanowych). Transport potasu przez wewnetrzng btong mitochondrialng, gtéwnie
przez mitochondrialne kanaly potasowe, powoduje zmiany w objeto$ci macierzy, zatem
regulacja tego cyklu jest istotna dla prawidlowego funkcjonowania tych organelli, jak
rowniez utrzymania ich integralnosci strukturalnej. Otwarcie kanalu potasowego
w mitochondriach, umozliwiajace naptyw jonéw K* przed lub w trakcie niedokrwienia,
chroni serce przed uszkodzeniami niedokrwienno-reperfuzyjnymi. Obserwowano, ze
aktywacja mitochondrialnych kanatow potasowych indukuje szereg zdarzen prowadzacych
do cytoprotekcji [83]. Uproszczony schemat cytoprotekcji z udzialem mitochondrialnych

kanatow potasowych zaprezentowano na Rycinie 4.

AKTYWATORY KANALOW POTASOWYCH
(np. syntetyczne - diazoksyd, NS11021, NS1619)

.

:

CYTOPROTEKCJA ‘

Rycina 4 Schemat prezentujgcy indukcje cytoprotekcji z udziatem aktywatoréw mitochondrialnych kanatow
potasowych.

Teoria chemiosmotyczna Petera Mitchella pozwala zrozumie¢ znaczenie mitochondrialnego
cyklu potasowego. Wysoka warto$¢ potencjatu btony mitochondrialnej jest wymagana do
przeprowadzenia procesow fosforylacji oksydacyjnej, ktorych wynikiem jest generowanie
energii w postaci ATP. Hiperpolaryzacja wewngtrznej btony mitochondrialnej, nie tylko
powoduje zwigkszony wychwyt jonow potasu, ale sprawia tez, ze fizjologiczne zmiany
potencjatu sa wrazliwe na ruch jondw potasu przez blong. Swiadczy to o zasadniczej roli
cyklu potasowego w utrzymaniu strukturalnej jak 1 funkcjonalnej integralnosci

mitochondriow, co jest niezbedne w produkcji energii droga fosforylacji oksydacyjnej [84].

Mitochondrialny cykl potasowy (przedstawiony schematycznie na Rycinie 5) sktada si¢
z szeregu $ciezek naptywu i wyptywu K*, jonow wodorowych H* oraz anionéw. Wymiana
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tych jonow zachodzi pomigdzy macierza mitochondrialng, a mitochondrialng przestrzenia
migdzybtonowg. Wyrzut protonéw H' przez system transportu elektronow (ETC, ang.
electron transport chain) generuje potencjal na wewnetrznej btonie mitochondrialnej, ktory
to umozliwia naptyw K* do macierzy przez mitochondrialne kanaty potasowe. Z kolei
nadmiar jonéw potasu w macierzy mitochondrialnej moze m.in. doprowadza¢ do jej
pecznienia. Dlatego obecno$¢ antyportera K*/H™ jest kluczowa w usuwaniu K* z macierzy

[85].

wewnetrzna
btona
mitochondrialna |-

macierz

Rycina 5 Schemat mitochondrialnego cyklu potasowego obrazujgcy przeptyw jonéw potasu i wodoru. Na
schemacie zaznaczono: fanicuch transportu elektronow (ETC, ang. electron transport chain), wymiennik jonéw
K*/H*(KHE, ang. K*/H" exhanger) oraz mitochondrialny kanal potasowy (mitoK); PMB — przestrzen
migdzybtonowa [86].

Istnieja doniesienia $§wiadczace, ze naptyw jonow potasu do mitochondriow w momencie
aktywacji mitochondrialnych kanaléw potasowych jest skorelowany ze spadkiem syntezy
reaktywnych form tlenu. Stwierdzono, Ze otwarcie kanalu potasowego 0 duzym
przewodnictwie aktywowanego przez Ca?', zlokalizowanego w wewnetrznej blonie

mitochondrialnej, hamuje synteze RFT w mitochondriach mézgu szczura [87].

Efekty cytoprotekcyjne wywotane przez aktywacje mitochondrialnych kanatéw potasowych
sg poprzedzone wieloma procesami (patrz Rycina 6). Migdzy innymi obserwuje si¢
pecznienie mitochondridow oraz spadek potencjatu wewngtrznej btony mitochondrialnej
(depolaryzacja). Ponadto aktywacja np. kanalu mitoBKca powoduje wzrost oddychania
komorkowego. Co wigcej, konsekwencja otwarcia kanatu jest rowniez obnizenie syntezy
reaktywnych form tlenu w mitochondriach oraz regulacja naptywu jonoéw wapnia do

macierzy mitochondrialnej [88].
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wewnetrzna
btona ‘
mitochondrialna / (

macierz

Efekty aktywacji kanatu mitoK:
- depolaryzacja wewnetrznej btony mitochondrialnej
- wzrost oddychania mitochondriéw
- indukcja pecznienia mitochondriow
- requlacja syntezy RFT
- regulacja naptywu jondw wapnia do macierzy

Rycina 6 Na schemacie przedstawiono konsekwencje otwarcia mitochondrialnych kanatéow potasowych
(mitoK). Aktywacja kanatéow mitoK moze byé wywotana przez dziatanie substancji syntetycznych bgdz tych
pochodzenia naturalnego [89].

1.4 Wlasciwosci i funkcje flawonoidow kardioprotekcyjnych

Tradycyjna medycyna chinska od wielu pokolen wykorzystuje lecznicze dziatanie roslin
i ich ekstraktow. Substancje pozyskiwane z kwiatow, ziot czy owocOw sg wykorzystywane
w terapiach wielu schorzen, w tym kardiologicznych [90]. Jednymi z tych substancji sa
flawonoidy — organiczne zwigzki chemiczne, spetniajace caly szereg funkcji w roslinach —
od barwnikdéw przez insektycydy (zwiazki owadobdjcze) czy fungicydy (substancje
grzybobojcze). Dzieli si¢ je na rozne klasy jak flawony, flawonole, flawanony i inne.
Struktura flawonoidoéw jest oparta na pietnastowgglowym szkielecie zbudowanym z dwoch
pierscieni benzenowych i jednego pierScienia piranowego, ktory je taczy, jak przedstawiono

na Rycinie 7 [91,92].
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Rycina 7 Struktura flawonoidéw. A, B — pierscienie benzenowe, C- pierscien piranowy.

Do badan, na podstawie literatury, wyselekcjonowano kilka flawonoidéw o wlasciwosciach
kardioprotekcyjnych, a takze naringening i jej pochodne, celem okreslenia nowych $ciezek

cytoprotekcji zwigzanych z aktywacja mitochondrialnych kanaléw potasowych.

1.4.1 Naringeninai jej pochodne

Naringenina (5,7-dihydroksy-2-(4-hydroksyfenylo)chroman-4-on) — metabolit naringiny,
wystepuje miedzy innymi w grejpfrucie, ktéremu nadaje charakterystyczny, gorzki posmak.
Jej obecno$¢ potwierdzono rowniez w kumkwacie, bergamocie, skorce pomidora, a takze
w ziotach 1 innych owocach [81,93]. Dotychczas potwierdzono jej korzystne dziatanie
zarowno w badaniach in vitro, w modelach komorkowych, jak rowniez in vivo. Wykazuje
wlasciwosci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, kardioprotekcyjne, przeciwcukrzycowe,
przeciwnowotworowe, a takze przeciwwirusowe [94]. Jako flawonoid cechuje ja wysoka
biodostepnos¢ 1 niska toksycznos$¢, dzigki czemu moze by¢ szeroko stosowana, zar6wno
w tradycyjnej diecie, ale takze, jako potencjalny s$rodek terapeutyczny. Dziatanie
przeciwutleniajagce naringeniny uwaza si¢ za jedno z gléwnych, majacych wptyw na
komorki i1 szlaki mitochondrialne, w tym mitochondrialne kanaty potasowe [95,96]. Moze
zatem mie¢ zastosowanie w chorobach sercowo-naczyniowych, uwzgledniajac strategie
zapobiegajace niedokrwieniu, ale takze ochraniajgce mitochondria przed dysfunkcjami
prowadzacymi do chorob serca i1 uktadu krazenia [1,97]. Dowiedziono takze, ze naringenina
ma zdolno$¢ rozluzniania migsni gladkich, dlatego z powodzeniem jest stosowana
w chinskich lekach ziotowych, majacych dziatanie relaksacyjne [98]. U myszy,
potwierdzono rowniez jej dziatanie na kanaty potasowe blony komorkowej, gdzie ich

aktywacja powodowata zmniejszenie bolu zwigzanego z zapaleniem [99], a takze wptyw na
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czynno$¢ neuronow [100]. Innym proponowanym dziataniem naringeniny jest zmniejszanie
adhezji monocytéw do komorek $rodblonka naczyniowego, co ogranicza indukcje

poczatkowych procesOw tworzenia blaszki miazdzycowej [101].

1.4.1.1 Naringenina-TPP*

Poszukiwania nowych, a zarazem specyficznych aktywatoréw kanatow jonowych wcigz
trwaja. Jednym z pomystow byto zaprojektowanie zwigzku, ktory bedzie akumulowany
W mitochondriach. Z wuwagi na wysoki ujemny potencjal po stronie macierzy
mitochondrialnej ~ wydaje  sie, ze  dodanie  jonu  TPP*  (bromek  (3-
bromopropylo)trifenylofosfanu) do flawonoidu moze spowodowa¢ gromadzenie takiego
zwigzku w mitochondriach. Z uwagi na powyzsze zaplanowano synteze naringeniny-TPP*
(bromek (3-[(5-hydroksy-2-(4-hydroksyfenylo)-4-okso-3,4-dihydro-2H-1-benzopiran-
7ylo)oksy]propylo)trifenylofosfanowy). Zwigzek uzyskano w reakcji alkilacji jonu TPP* do
struktury naringeniny w obecno$ci weglanu potasu. Substancja ta nie jest dostgpna
komercyjnie. Po raz pierwszy, uzyskane dane interakcji naringeniny-TPP* w modelach

komoérkowych zostaty przedstawione w niniejszej rozprawie doktorskie;j.

1.4.1.2 Chalkon naringeniny

Pochodne chalkonowe flawonoidow charakteryzuja si¢ nienasyconym elementem
strukturalnym a-f, ktory wykazuje zdolno$¢ do reagowania z grupami tiolowymi, aktywujac
np. szlak Nrf2-Keap-1 (szlak jadrowego czynnika erytroidu 2 Kelch-podobnego zwigzanego
z ECH bialka 1, ang. Nuclear erythroid related factor 2 Kelch-like ECH-associated protein
1), bedacy szlakiem antyoksydacyjnego mechanizmu obronnego przed uszkodzeniem
komorki. Chalkon naringeniny jest obecny w diecie, np. w pomidorach [102,103]. Wykazuje
dziatanie przeciwzapalne i przeciwalergiczne [104,105], a takze poprawia funkcje

metaboliczne adipocytow [106].
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1.4.1.3 Pochodna cukrowa naringeniny

6-C-glukozyd naringeniny jest pochodna zawierajacg reszte cukrowa. Obecno$¢ tego
flawonoidu potwierdzono w lisciach i todydze rosliny Ardisia pusilla rosngcej w krajach
azjatyckich oraz korze Ulmus wallichiana zwanej wigzem himalajskim [107,108].
W literaturze niewiele jest informacji o tej pochodnej naringeniny, szczeg6lnie w kontekscie
regulacji kanatow potasowych. Jednakze charakteryzuje si¢ dobrg biodostepnoscia
w podaniu doustnym. Wykazano, ze stymuluje funkcje osteoblastow i anaboliczne kosci, co

moze okazac si¢ alternatywa w leczeniu osteoporozy [109].

1.4.2 Luteolina: flawonoid z grupy flawonéw

Luteolina (3,4,5,7-tetrahydroksyflawon), jest flawonoidem, ktory w warunkach naturalnych
wystepuje w wielu gatunkach ro$lin, migdzy innymi w selerze, marchwi, papryce stodkiej,
brokutach, pietruszce, zielonych cze$ciach cebuli 1 kwiatach chryzantemy [110,111].
Wykazuje dzialanie przeciwzapalne, przeciwutleniajace, przeciwalergiczne
| przeciwnowotworowe. W zwalczaniu komoérek rakowych wykorzystuje dziatanie
indukujgce procesy apoptozy lub hamujace cykl komoérkowy, co skutkuje ograniczeniem
zdolnosci tych komorek do tworzenia przerzutow, jak réwniez ogranicza angiogeneze,
proces istotny dla progresji guza nowotworowego — unaczynienie dostarcza mu substancji
odzywczych, niezbednych do dalszego rozwoju. Dziatanie takie potwierdzono miedzy
innymi w raku sutka, okreznicy, ptuc i trzustki [112]. Ponadto luteolina zapobiega
zwldknieniom pluc i watroby [113,114]. Rowniez w uktadzie sercowo-naczyniowym
wykazuje dobroczynne dziatanie. Dowiedziono, Ze jej zastosowanie tagodzi sam proces jak
i skutki niedokrwienia/reperfuzji mig$nia sercowego W wyniku aktywacji szlaku
przeciwutleniajgcego Nrf2, podobnie jak chalkon naringeniny, a takze pelni funkcje
w utrzymaniu integralnosci mitochondriow. Wykazano réowniez, ze luteolina zapobiega
zwloknieniu 1 przerostowi migénia sercowego u myszy z cukrzyca. Zatem wykazuje

dziatanie kardioprotekcyjne [115].
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1.4.3 Cyjanidyna: naturalny barwnik z grupy antocyjanow

Cyjanidyna  (2-(3,4-dihydroksyfenylo)chromenylo-3,5,7-triol)  nalezy do  grupy
antocyjanow, wchodzacych w skiad flawonoidéw. Sa to zwigzki, ktore nadajg roslinom
intensywny kolor, zazwyczaj bordowy, czerwony, niebieski czy pomaranczowy. Sa
powszechnie spozywane w diecie bogatej w owoce, warzywa i czerwone wino. Wystepuje
mi¢dzy innymi w czarnej fasoli czy jagodach. Wykazuje dziatanie antyoksydacyjne,
antymutagenne, przeciwzapalne czy przeciwnowotworowe [116,117]. Mechanizm
antyoksydacyjny wynika z aktywacji szlaku Nrf2. Zas w nieprawidtowo funkcjonujacych
komorkach, cyjanidyna indukuje procesy apoptotyczne. Ponadto, co istotne w konteks$cie
leczenia choréb nowotworowych, cyjanidyna ostabia dziatanie kardiotoksyczne cisplatyny,
szeroko stosowanej w chemioterapii. Mechanizm tego dziatania polega na obnizaniu
akumulacji reaktywnych form tlenu i depolaryzacji blony mitochondrialnej. Ponadto
indukcja apoptozy komorek migsnia sercowego wywotanej cisplatyna polega na translokacji
apoptotycznych bialek regulatorowych z cytoplazmy do bton mitochondriow, ktéry to
proces cyjanidyna jest w stanie blokowac¢ [118]. Flawonoid ten odgrywa réwniez istotng role
we wchlanianiu jonéw magnezu. Niedobory tego pierwiastka zwigzane sg z chorobami
uktadu krazenia, nadci$nieniem czy cukrzycg. Dowiedziono, Ze cyjanidyna wzmacnia
przeptyw jonow magnezu do i z komorek oraz zwigksza jego wchianianie jelitowe, co

skutkuje zmniejszeniem niedoborow Mg?*[117].

1.4.4 Kwercetyna: zwiazek z grupy flawonoli

Kolejnym flawonoidem, wystepujacym w duzych stezeniach zaréwno w owocach jak
I wwarzywach, jest kwercetyna (3,3',4',5,7-pentahydroksyflawon). Jej obecnosc
potwierdzono w winogronach, zurawinie, bordéwkach, wisniach, jabikach, papryce,
czerwonej cebuli, a takze w winie 1 herbacie [119]. Jest jednym z gtéwnych metabolitow
ro§linnych powszechnie stosowanych w tradycyjnej medycynie chinskiej, w terapii
nadci$nienia, astmy czy nawet nowotwordéw [120]. Posiada wlasciwos$ci proapoptotyczne
wzgledem komoérek zmienionych nowotworowo 1 umozliwia monitorowanie ich wzrostu
w roznych fazach, ograniczajac tym samym ich zdolnos¢ do przerzutow, co potwierdzono
w badaniach in vivo i in vitro [121]. Co ciekawe, w dobie globalnej pandemii okazata si¢

mie¢ pozytywny wplyw na zakazenie SARS-CoV-2, wykazujac dziatanie przeciwwirusowe
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[122,123]. Dzigki dzialaniom przeciwutleniajagcym, przeciwzapalnym i obnizajacym ci$nienie
krwi, korzystnie wplywa na utrzymanie wtasciwej kondycji naczyn krwiono$nych. Ponadto
reguluje dziatanie transporterow komérkowych, w tym plazmatycznych kanatéw jonowych
co przektada si¢ na utrzymanie prawidtowej homeostazy jonowej komorek, a co za tym
idzie, zapewnia ich prawidtowe funkcjonowanie w organizmie [124]. Poza silnym dziataniem
antyoksydacyjnym i redukujacym syntez¢ RFT [125], jest inhibitorem peroksydacji lipidow,
co przeciwdziala zmianom miazdzycowym [126] i promuje dziatanie ochronne wzglgdem
uktadu nerwowego [127]. Jej dziatanie protekcyjne potwierdzono licznymi badaniami na
liniach komorkowych, w modelach zwierzgcych 1 badaniach klinicznych, gdzie
jednoczesnie dowiedziono bezpieczenstwa jej stosowania, nie obserwujac dziatania

toksycznego i skutkdw ubocznych dziatania kwercetyny [128].

1.5 Rola flawonoidéw w kardioprotekcji

Flawonoidy kardioprotekcyjne, wykazuja szereg wlasciwosci, ktore wskazuja na ich udziat
w procesach cytoprotekcyjnych w uktadzie sercowo-naczyniowym [129]. Jedna z glownych
wlasciwosci jest ich dziatanie przeciwutleniajgce, redukujgce synteze reaktywnych form
tlenu, kontrolujace ich poziom zar6wno w mitochondriach, gdzie sa gldéwnie syntetyzowane,
ale réwniez w komorce [130]. Jak wczesniej wspomniano, w proces ten zaangazowany jest
miedzy innymi mitochondrialny cykl potasowy, ktérego waznym elementem s3
mitochondrialne kanaty potasowe. Warto pamigta¢, ze RFT maja poniekad pozytywny
wplyw na procesy metaboliczne 1 s3 w komorce potrzebne do aktywacji szlakow
cytoprotekcyjnych, jednakze ich zbyt wysoki poziom wywoluje wprost przeciwny efekt —
dziata szkodliwie [85].

Do innych strategii kardioprotekcyjnych flawonoidow, nasladujacych dzialanie lekow
mozna zaliczy¢ ich wlasciwosci obnizajace cisnienie krwi. Na przyktad kwercetyna poprzez
kotransporter 1 Na*™-K*-2CIl~ (NKCC1) prowadzi do wzrostu cytozolowego stezenia jonow

CI" i reguluje ci$nienie krwi [124].

Rola flawonoidéw zostata tez potwierdzona w procesach ograniczania peroksydacji lipidow,
bedacej jednym z pierwszych etapow tworzenia blaszki miazdzycowej. Efekt ten odnosi si¢

takze do normalizowania profilu lipidéw 1 lipoprotein we krwi (utrzymania ich wtasciwych
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stezen 1 proporcji). Wykazano, ze flawonoidy zmniejszaja stezenie cholesterolu
catkowitego, co ma istotne znaczenie w hamowaniu rozwoju np. choroby wiencowej

[131,132].

Istotng strategia ochronng uktadu krazenia jest rowniez dziatanie stymulujgce metabolizm
glukozy, bedacym réwnoczesnie waznym w kontekScie ograniczania cukrzycy nabytej
i innych schorzen zwigzanych z podwyzszonym lub wprost przeciwnie — zbyt niskim
stezeniem glukozy we krwi krazacej. Mozna w to wigczy¢ zwigkszenie wychwytu glukozy
z krwi; hamowanie enzymu a-glukozydazy, ktéra zmniejsza wchtanianie glukozy w jelicie
cienkim; stymulacja jej transportu do tkanek mig$niowych za posrednictwem specyficznych

transporterow; obnizanie poziomu cukrow prostych w surowicy i inne [131].

Inng, réwnie wazna, strategig ochronng wobec uktadu sercowo-naczyniowego jest dziatanie
antyapoptotyczne flawonoidéw. Badania dowiodly ograniczeniu indukcji proceséw
apoptotycznych w komorkach tego uktadu poprzez zwiekszanie poziomu biatek Bcl-2
(regulator apoptozy komorek B chioniaka 2, ang. B-cell lymphoma apoptosis regulator 2),
ktére to sa inhibitorami w szlaku prowadzacym do apoptotycznej $mierci komorki.
Zwigkszone dzialanie antyapoptotycznych bialek w przeciwienstwie do bialek
wywotujacych apoptoze (proapoptotycznych), jest wazne, poniewaz ogranicza uszkodzenia

migs$nia sercowego, wywolanego $miercig komorek [133,134].

Te kilka, z wielu, strategii kardioprotekcyjnych flawonoidéw, jest podobnych do
mechanizmow dziatania lekow chemicznie syntetyzowanych i powszechnie stosowanych
W leczeniu réznych schorzen uktadu sercowo-naczyniowego [135]. Wydaje si¢, ze podjecie

badan opisujacych regulacje aktywnosci mitochondrialnych kanaldow potasowych przez

zwiazki pochodzenia roslinnego przyblizy nas do zrozumienia mechanizméw

cytoprotekcyjnych. Dodatkowo, wskazanie naturalnych oraz specyficznych aktywatoréw

mitochondrialnych kanaléw potasowych w znaczacy sposdb moze przyczyni¢ sie do
rozwoju nowych strategii terapeutycznych chronigcych tkanki przed niekorzystnymi

czynnikami przyczyniajgcymi si¢ do rozwoju chorob cywilizacyjnych.
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2. Zalozenia i cel rozprawy

Podstawowag funkcjg mitochondriéw jest dostarczanie energii W postaci ATP,
wykorzystywanej w wielu procesach zyciowych komoérek. Dysfunkcja serca i uktadu
krazenia, cze¢sto jako efekt uposledzenia funkcji mitochondriow, prowadzi do indukcji zmian
miazdzycowych, niewydolno$ci serca czy innych jednostek chorobowych. Wyniki badan
ostatnich lat wskazujace na aktywny udzial mitochondriow w procesie apoptozy, staly si¢
punktem wyjscia do poszukiwan mechanizméw ochronnych komoérek. W wewngtrzne;j
btonie mitochondrialnej zidentyfikowano biatka odpowiadajace za przeptyw jonow potasu
— w tym mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany jonami
wapnia (mitoBKca). Opublikowane badania wskazuja, ze traktowanie tkanki mig$nia
sercowego czy nerwowej aktywatorami kanatéw potasowych zwigksza przezywalnosé
komorek podczas niedotlenienia/reperfuzji. Pomimo intensywnych badan, doktadny
mechanizm cytoprotekcji z udzialem jonow potasu pozostaje nadal niewyjasniony. Ponadto,
przypuszczenia, co do ochronnego wptywu aktywacji mitochondrialnych kanatow
potasowych, opieraja si¢ gltownie na opisie wplywu syntetycznych substancji
niskoczgsteczkowych uwazanych za aktywatory kanatoéw obecnych w btonie plazmatyczne;j.
Coraz wigcej uwagi poswigca si¢ substancjom pochodzenia naturalnego jako potencjalnym
regulatorom mitochondrialnych kanatéw potasowych. W ich bardzo szerokim spektrum
korzystnych wlasciwosci znajduja si¢ réwniez te o potwierdzonym dziataniu
kardioprotekcyjnym. Jednakze na chwile obecng nie ma danych literaturowych o ich
bezposrednim oddzialywaniu z mitochondrialnymi kanatami potasowymi, w tym z kanatem
mitoBKca. Aktywacja tego kanatu przez flawonoidy moze okazac si¢ nowa, mitochondrialng
Sciezka indukujaca procesy zwigzane z szerokorozumiang kardioprotekcja, na przyktad

w komorkach srodbtonka naczyniowego.

W zwigzku z powyzszym, gldwnym celem rozprawy byla charakterystyka regulacji

aktywnosci  kanalu mitoBKca przez wybrane flawonoidy kardioprotekcyjne
z wykorzystaniem techniki patch-clamp oraz okreslenie funkcjonalnych konsekwencji tej

regulacji z zastosowaniem metod biochemicznych i biologii molekularnej.

Ogolne cele badan opisane w niniejszej rozprawie byly nastepujace:
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Charakterystyka regulacji aktywnosci kanalu mitoBKca przez flawonoidy
(naringening 1 jej pochodne oraz inne flawonoidy kardioprotekcyjne)
z wykorzystaniem techniki elektrofizjologicznej patch-clamp.

Analiza wptywu aktywnosci kanatu mitoBKca w obecnosci  flawonoidow
(naringeniny i jej pochodnych oraz wybranych flawonoidow kardioprotekcyjnych)
na procesy oddychania mitochondrialnego oraz na potencjal wewngtrznej btony
mitochondrialnej.

Ocena wlasciwosci protekcyjnych flawonoidow (naringeniny i jej pochodnych oraz
cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny) jako aktywatoréw mitochondrialnego kanatu

mitoBKca W zjawisku apoptozy i nekrozy oraz roli w migracji komorek.

Szczegdlowe cele badawcze obejmowaly:

1.

Scharakteryzowanie podstawowych ~ wlasciwosci  biofizycznych oraz
farmakologicznych kanatu BKca obecnego w wewngtrznej btonie mitochondrialnej
komorek $rodbtonka naczyniowego linii EA.hy926 (badania regulacji kanatu przez
jony wapnia oraz znane modulatory: paksyling i NS11021).

Okreslenie metodg patch-clamp wptywu naringeniny, chalkonu naringeniny,
naringeniny-TPP*, 6-C-glukozydu naringeniny, cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny
na aktywnos$¢ kanatu mitoBKca w komorkach $rodbtonka linii EA.hy926.

Oceng zmiany potencjatu wewnetrzne] blony mitochondrialnej w obecnosci
naringeniny i jej pochodnej TPP™ oraz cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny,
z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej JC-10.

Pomiar zmian zuzycia tlenu w komorkach §rodblonka naczyniowego linii EA.hy926
z wykorzystaniem oksygrafu pod wptywem naringeniny oraz kwercetyny.

Zbadanie toksyczno$ci oraz wlasciwosci protekcyjnych naringeniny, naringeniny-
TPP™, cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny w modelu komérek EA.hy926.
Charakterystyke aktywno$ci kanatu mitoBKca, zmian potencjalu mitochondriow
oraz szybkosci oddychania komorek EA.hy926 pod wplywem izoramnetyny,
analogu kwercetyny.

Analize tempa migracji komorek EA.hy926 pod wptywem naringeniny, cyjanidyny,
luteoliny oraz kwercetyny w tescie zarastania rysy.

Oceng¢ wplywu kwercetyny na zmiang ekspresji genow 1 poziomu biatka
podjednostek kanalu BKca w mitochondriach komorek srédbtonka naczyniowego

EA.hy926.
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3. Materialy i metody

3.1 Substancje chemiczne wykorzystane w badaniach

Substancje wykorzystane w rozprawie pogrupowano i przedstawiono w tabelach:
flawonoidy kardioprotekcyjne (Tabela 1), pochodne naringeniny (Tabela 2), modulatory
mitochondrialnych kanatow potasowych (Tabela 3) oraz pozostate substancje (Tabela 4).
Zaprezentowano pelne nazwy chemiczne, wzory strukturalne, masy molowe, numery
katalogowe oraz ich rolg¢ w zaplanowanych badaniach. Wszystkie uzyte w do§wiadczeniach
flawonoidy i ich pochodne rozpuszczano w dimetylosulfotlenku (DMSO, Sigma Aldrich, nr
kat. D2650). Poza wspomnianymi w tabelach substancjami, w badaniach wykorzystano
réwniez czynnik martwicy nowotworow o (TNF-a, ang. tumor necrosis factor a, Sigma

Aldrich, nr kat. T6674).

Tabela 1 Charakterystyka flawonoidéw o wilasciwosciach kardioprotekcyjnych — wykorzystanych
W doswiadczeniach: naringenina, kwercetyna, cyjanidyna i luteolina.

FLAWONOIDY KARDIOPROTEKCYJNE

Naringenina Nazwa 5,7-dihydroksy-2-(4-hydroksyfenylo) chroman-4-on
chemiczna
Wzor OH
strukturalny HO O \ O/

N5893 OH O

Sigma-Aldrich Masa [g/mol] | 272,26

Kwercetyna Nazwa 3,3',4',5,7-pentahydroksyflawon
chemiczna
Wzor

strukturalny

Q4951
Sigma-Aldrich

Masa [g/mol] | 302,24
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Luteolina Nazwa 3,4,5,7-tetrahydroksyflawon
chemiczna
Wzor
strukturalny
L9283
Sigma-Aldrich Masa [g/mol] | 286,239
Cyjanidyna Nazwa 2-(3,4-dihydroksyfenylo)chromenylo-3,5,7-triol
chemiczna
Wzor OH
strukturalny OH
HO O O
(I
Z oH
79457 OH
Sigma-Aldrich Masa [g/mol] | 287,24
Izoramnetyna | Nazwa 3,5, 7-trihydroksy-2-(4-hydroksy-3-metoksyfenylo)-
e chromen-4-on
Wzér
strukturalny
HO
17794
Sigma-Aldrich Masa [g/mol] | 316,26
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Tabela 2 Pochodne naringeniny: naringenina-TPP™*, chalkon naringeniny oraz 6-C-glukozyd naringeniny —
podstawowa charakterystyka chemiczna.

POCHODNE NARINGENINY
Naringenina- | Nazwa Bromek (3-[(5-hydroksy-2-(4-hydroksyfenylo) -4-okso-
TPP* GBI 3,4-dihydro-2H-1-benzopiran-7-ylo)  oksy]  propylo)
trifenylofosfanowy
Wzor OH o
strukturalny O
*’"\F,J)

1121-105 T
S Masa [g/mol] | 655,514
Chalkon Nazwa (E)-3-(4-hydroksyfenylo) -1-(2,4,6-trinydroksyfenylo)
naringeniny chemiczna prop-2-en-1-on

Wzbr HO OH OH

strukturalny O O

AN
OH O
PHL83877
, _ Masa [g/mol] | 272,256
Sigma-Aldrich
6-C-glukozyd | Nazwa (2S)-5,7-dihydroksy-2- (4-hydroksyfenylo) -6-[(2S, 3R,
naringeniny CIEEATE 4R, 5S, 6R)-3,4,5-trihydroksy-6- (hydroksymetylo)
oksan-2-ylo] -2,3-dihydrochromen-4-on

Wzér OH

strukturalny ©/
SMB00137 S
Sigma-Aldrich Masa [g/mol] | 4344
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Tabela 3 Modulatory mitochondrialnych kanatéw potasowych wykorzystane w doswiadczeniach — paksylina

oraz NS11021. Ich pelne nazwy chemiczne, wzory strukturalne, masy molowe i funkcja.

MODULATORY MITOCHONDRIALNYCH KANALOW POTASOWYCH
Paksylina Nazwa (2R,4bS,6aS,12bS,12cR,14aS)-4b-hydroksy-2-(1-
GBI hydroksy-1-metyloetylo)-12b,12¢c-dimetylo-5,6,6a,
7,12,12b,12¢,13,14,14a-dekahydro-2H-chromeno  [5,
6°: 6,7] indeno [1,2-b] indol-3 (4bH) -on
Wzor
strukturalny
P2928 Masa [g/mol] | 435,56
Sigma-Aldrich | Rola inhibitor mitoBKc,
NS11021 Nazwa N'-[3,5-Bis (trifluorometylo) fenylo]-N-[4-bromo-2-
CIEEATE (2H-tetrazol-5-ilo) fenylo]-tiomocznik
Wzér :
strukturalny FaC NS
T
o /N\ Br
N\\N/N\H
SML0622 Masa [g/mol] | 511,24
Sigma-Aldrich Rola syntetyczny aktywator mitoBKca
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Tabela 4 Pozostate substancje chemiczne wykorzystane w badaniach. Podano ich nazwy systematyczne, wzory
strukturalne, masy molowe i role.

POZOSTALE
cykloheksymid | Nazwa 4-[(2R)-2-[(1S,3S,5S)-3,5-dimetylo-2-
GBI oksocykoloheksan]-2-hydroksyetylo]piperydyn-2,6-dion
Wzér
strukturalny
CH3
C7698 Masa [g/mol] 281,35
Sigma-Aldrich — =
Rola czynnik indukcji apoptozy w EA.hy926
FCCP Nazwa p-trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu
chemiczna
Wzoér III\I
strukturalny H C
N =
o
F
C2920 Masa [g/mol] | 254,168
Sigma-Aldrich Rola rozprzggacz mitochondridw
DTT Nazwa ditiotreitol
chemiczna
Wzor OH
strukturalny i SH
/\/\/
HS T
OH
D0632 Masa [g/mol] | 154,25
Sigma-Aldrich Rola reduktor

40



3.2 Komorki srodblonka naczyniowego jako model badawczy

W badaniach wykorzystano stabilng ludzkg linie¢ komorek $rodbtonka naczyniowego
EA.hy926 z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych ATCC (ang. American Type
Culture Collection), o numerze katalogowym ATCC®CRL-2922™, pierwotnie pochodzaca
z ludzkiej zylty pepowinowej potgczonej z opornym na tioguaning klonem A549 (ludzka linia
nowotworu ptuc, komorki nablonkowe) [71,136]. Na Rycinie 8 zaprezentowano fotografie
przedstawiajaca morfologi¢ komorek. Wykazuja one cechy zréznicowanych komorek
srédblonka naczyniowego, zachowujac ich funkcje w zakresie angiogenezy, homeostazy,
utrzymywania ci$nienia krwi czy stanu zapalnego. Unie$§miertelniona linia w wyniku fuzji
z komorkami nowotworu pluc A549, wykazuje zniesienie ograniczenia replikacyjnego
I starzenia si¢ komorek w hodowli, jednocze$nie zachowujac cechy srodblonka wraz
Z obecnoscig cial Weibela-Palade’a [137]. Dzigki tym wiasciwosciom, komorki podczas
doswiadczen nie zmieniajg fenotypu czy genotypu i niezaleznie od pasazu, wykazuja te same
cechy, co wazne jest w kontek$cie badan aktywnosci kanaléw potasowych. Komorki
hodowano w zmodyfikowanym ptynie Eagle'a Dulbecco (1 g/l D-glukozy; nr kat. D5546;
Sigma Aldrich) uzupelionym 10 % ptodowa surowicg bydleca (FBS, ang. fetal bovine
serum), 1 % L-glutaming, 2 % dodatkiem hipoksantyny-aminopteryny-tymidyny (HAT,
ang. hypoxanthine-aminopterin-thymidine), 1 % mieszanka penicyliny z streptomycyna,
w wilgotnej atmosferze 5 % CO;, w 37 °C. Komorki odklejano od podtoza
z wykorzystaniem trypsyny w temperaturze 37 °C, poprzedzajac przeptukaniem komorek
roztworem PBS (sol fizjologiczna w buforze fosforanowym ang. phosphate-buffered
saline). Komorki wysiewano co trzeci dzien, az osiagnety okoto 90 — 100 % konfluencji. Do

badan __ wykorzystywano komorki pomigdzy pasazami 11 1 25.
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Rycina 8 Fotografia mikroskopowa przedstawiajgca komorki srédblonka naczyniowego linii EA.hy926,

wykonana z uzyciem mikroskopu optycznego ze Swiatlem przechodzqcym i kontrastem fazowym (Olympus
IX71) oraz kamery (DLT-Cam PRO 8 MP USB 3.0.).

3.3 Pomiary elektrofizjologiczne

Do oceny regulacji kanatu mitoBKca przez flawonoidy wykorzystano technike patch-clamp.
Ponizej szczegdtowo opisano poszczegdlne jej etapy z uwzglednieniem izolacji

mitochondriow, przygotowania mitoplastow i pomiarow elektrofizjologicznych.

3.3.1 Procedura oczyszczania mitochondriow

Izolacje mitochondriow z komorek przeprowadzano bezposrednio przed pomiarami
elektrofizjologicznymi, w temperaturze 4 °C. Z butelek hodowlanych, po uprzednim
przeplukaniu warstwy komorek roztworem PBS, komorki EA.hy929 zdrapywano
I przenoszono do probowki stozkowej o pojemnosci 15 ml lub 50 ml. Kolejno wirowano je
z predkoscig 400 xg w celu uzyskania osadu komoérkowego. Komorki te zawieszano
w roztworze do izolacji (250 mM sacharoza, 5 mM HEPES, 1 mM EGTA - kwas
etylenoglikol-O-O¢-bis(2-aminoetyl)-N,N,N",N"-tetraoctowy) i przenoszono do
homogenizatora celem dezintegracji. Kolejno nastepowato kilka wirowan roéznicowych,
kazde z nich trwato 10 minut. Pierwsze szybkie (9200 xg), w ktorym usuwano roztwor znad
osadu tzw. supernatant. Po drugim, wolnym wirowaniu (750 xg) w nadsgczu zawieszone Sg
mitochondria. Po ostatnim szybkim wirowaniu (ponownie 9200 xg) w uzyskanym osadzie

otrzymywano wyizolowane mitochondria, ktoére zawieszano w ok. 300 pl roztworu do
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izolacji. Do eksperymentow typu patch-clamp pobierano ok. 30 pl zawiesiny mitochondriow

I rozcienczano ja w 1000 pl roztworu izotonicznego.

3.3.2 Otrzymywanie mitoplastow do pomiarow elektrofizjologicznych

Przed kazdym doswiadczeniem patch-clamp, z wyizolowanych mitochondriow
przygotowywano mitoplasty. Otrzymywano je poprzez inkubacje mitochondriow przez
okoto 1,5 minuty w roztworze hipotonicznym (5 mM HEPES, 100 uM CacCly, pH 7,2) na
szalce pomiarowej (szalka Petriego o $rednicy 30 mm). W tym czasie mitochondria
peczniaty na skutek szoku osmotycznego. W ten sposdb otrzymywano mitoplasty —
mitochondria pozbawione zewngtrznej blony, wewnetrzna blona mitochondrialna ulegata
w tym czasie rozfatdowaniu (obserwowano zanik grzebieni). Mitoplasty w powigkszeniu
wygladem przypominajg transparentne, szare pecherzyki. Proces pgcznienia mitochondriow
monitorowano pod mikroskopem, gdyz dluga inkubacja w roztworze hipotonicznym
doprowadza do pekania mitoplastow, co wigze si¢ z uniemozliwieniem przeprowadzenia
doswiadczenia. Pecznienie zatrzymywano dodajac do szalki roztwor hipertoniczny (750 mM
KCI, 30 mM HEPES i 100 uM CaCly). Kolejno zasysano mitoplast do pipety
I przystgpowano do dalszych etapow pomiarow elektrofizjologicznych patch-clamp.

3.3.3 Technika patch-clamp

Metoda stabilizacji potencjalu skrawka btony (patch-clamp), jest jedna z najczesciej
wykorzystywanych obecnie technik pozwalajacych na bezposredni pomiar przeptywu pradu
jonowego przez struktury przezblonowe, w tym kanaty potasowe. Dzigki tej technice
mozliwa jest obserwacja zmian przeptywu pradu jonowego W czasie rzeczywistym,
w warunkach fizjologicznych, jak réwniez pod wpltywem modulatorow biatek kanatowych.
Pomiary moga by¢ wykonywane na calych komorkach, a takze fragmentach btony czy
pojedynczym kanale jonowym, badajac przeptyw zaréwno od strony cytoplazmy/macierzy
mitochondrialnej jak i od zewnatrz komorki/mitochondriow. Technika ma szczegdlne
zastosowanie w badaniu komorek pobudliwych, jak komorki uktadu nerwowego, ale

sprawdza si¢ rowniez w badaniu aktywnosci kanalow obecnych w wewnetrznej blonie
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mitochondrialnej. Za opracowanie tej metody, Neher i Sakmann otrzymali w 1991 roku

Nagrod¢ Nobla w dziedzinie medycyny i fizjologii [138,139].

Do$wiadczenia typu patch-clamp z uzyciem mitoplastow opracowano na podstawie
opublikowanych prac [71,140]. Mitoplasty uzyskiwano z mitochondriéw na skutek szoku
osmotycznego. Nastgpnie pojedynczy mitoplast zasysano szklang pipeta pomiarowa
(wykonang z uzyciem wyciggarki pipet firmy Narishige) napelniong izotonicznym
roztworem zawierajgcym 150 mM KCI, 10 mM HEPES (kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-
piperazynoetanosulfonowy) i 100 uM CaClz 0 pH 7,2. W przypadku obecnosci W zassanym
do pipety skrawku wewngtrznej btony mitochondrialnej kanatu, ktory identyfikowano na
podstawie analizy amplitud i prawdopodobienstwa otwar¢, dokonywano rejestracji jego
aktywnos$ci. Sygnat byl wzmacniany przez Axopatch 200B oraz konwertowany przez
Digidata 1440A (probkowanie 100 kHz, filtrowanie 1 kHz). Do zapisu zmian
przeptywajacego pradu jonowego wykorzystywano program Clampex. Nastepnie
przystepowano do podawania badanych substancji i oceny ich wptywu na aktywno$¢ kanatu.
Wszystkie modulatory kanatu mitoBKca podawano jako rozcienczenia w roztworze
izotonicznym z wykorzystaniem systemu perfuzyjnego. W tym celu pipete pomiarowa Wraz
z kanatem przenoszono do otworow systemu rurek, bedacych pipetami szklanymi o wigkszej
$rednicy niz pipeta pomiarowa patch-clamp (uktad perfuzyjny). Biezaca aktywnosé
pojedynczego kanatlu nagrywano, a nastgpnie poréwnywano z aktywnos$cig kontrolng
kanalu. Aktywnos¢ kanatu stanowi cigg zdarzen polegajacych na otwieraniu (kiedy przez
kanal ptynie prad jonowy) i zamykaniu kanatu (brak przeptywu pradu jonowego).
Przyktadowe fragmenty nagran, pokazujace najczgsciej obserwowang podczas
eksperymentu aktywnos¢ kanatu, zaprezentowano w rozdziale Wyniki. Z kolei
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu (Po, ang. channels opening probability) okreslano dla
catej dlugosci nagrania przy uzyciu oprogramowania Clampfit 10.7. Schemat eksperymentu

patch-clamp przedstawiono na Rycinie 9.

czes¢ biochemiczna: czgsé elektrofizjologiczna:
przygotowanie mitoplastéw pomiary patch-clamp
I I |
tal
mitochondia Pgm‘f‘i m?[socch ,fr“"d’;‘ﬁ'al’;] d badana substancja
jadro komcrkoweJ - =/ wirowanie . szok 5 1
— | [=a rbinicowe . osmotyczny ) e WW-MMWH O stan otwarty
- [P . k.q ﬁ
» —.
g_\ -, :i/? Y ] v =3 f‘”}r - WIWI - stan zamkiety
kana¢ system perfuzji
komarki mitochondria mitoplast mitoplast zassany perfuzja rejestrowanie aktywnosci
do pipety pomiarowej pojedynczego kanatu

Rycina 9 Schemat techniki patch-clamp z uwzglednieniem poszczegdlnych etapow: czesé biochemiczna
(izolacja  mitochondriow, przygotowanie mitoplastow wskutek szoku osmotycznego) oraz czesé
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elektrofizjologiczna (zassanie blony mitoplastu do pipety pomiarowej, aplikacja badanych substancji za
pomocq perfuzji, rejestracja aktywnosci kanatu).

3.4 Pomiar potencjalu blonowego mitochondriéow

Zmiany potencjalu btony mitochondrialnej mierzono z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej i sondy flourescencyjnej JC-10 (ang. Mitochondrial Membrane Potential Kit
- Flow Cytometry; Abcam). W tym celu, komorki hodowano do osiggni¢cia konfluencji
okoto 80 %, a nastgpnie zmieniano ptyn hodowlany (DMEM) i wstepnie inkubowano 1,5
godziny z flawonoidami i wybranymi modulatorami kanatéw. Nastepnie komorki odklejano
od podtoza naczynia hodowlanego przy uzyciu trypsyny, wirowano (4 min 400 xg)
I szacowano ich liczbge (TC20™ Automated Cell Counter, Bio-Rad). Lacznie 500 000
komorek z danej probki przenoszono do probowki stozkowej, ponownie wirowano (4 min,
400 xg) i zawieszano we wczesniej przygotowanym roztworze JC-10 (zgodnie z protokotem
producenta — do 5 ml buforu oznaczonego jako B, dodawano 25 pl komponentu A).
Przygotowano réwniez kontrole nietraktowang i pozytywng — z dodatkiem FCCP (p-
trifluorometoksyfenylohydrazon  cyjanku  karbonylu, ang. carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone) — klasycznego rozprzegacza mitochondriow, ktorego
obecno$¢ wpltywa na depolaryzacje btony mitochondrialnej [141]. Wszystkie probki
nastepnie poddawano inkubacji z wczesniej przygotowanym roztworem JC-10 (po 500 pl),
w inkubatorze do hodowli komoérkowej (wilgotna atmosfera, 5 % CO2, 37 °C) przez 20 min.
Pomiary potencjalu wykonano przy uzyciu cytometru przeptywowego (Cytometr
przeptywowy LSR Fortessa™, BD) w Laboratorium Cytometrii Instytutu Biologii
Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Wiasciwosci sondy flourescencyjnej
JC-10 wynikajg z odwracalnego tworzenia agregatow JC-10 po polaryzacji blony, ktéra to
powoduje przesunigcie emitowanego $wiatta od 520 nm (tj. emisja formy monomerycznej
JC-10) do 570 nm (emisja formy JC-10 jako agregatow). Po wzbudzeniu przy 490 nm, kolor
JC-10 zmienia si¢ odwracalnie z zielonego na zielonkawo-pomaranczowy, gdy btona
mitochondrialna staje si¢ bardziej spolaryzowana. Na tej podstawie cytometr rozroéznia dwie

populacje komérek: z mitochondriami wysoko spolaryzowanymi i zdepolaryzowanymi.
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3.5 Pomiar oddychania komérkowego

Komérki do pomiaréw zuzycia tlenu (oddychania komoérkowego), pod wplywem
testowanego flawonoidu, hodowano jak w opisie linii komorkowej EA.hy926.
Eksperymenty wykonywano z wuzyciem oksygrafu (O2k-respirometr, Oroboros
Instruments®). Po uruchomieniu urzadzenia przeptukiwano i stabilizowano jego elektrody
w poszczegolnych komorach (ok. 30 min), najpierw woda, a nastepnie ptynem hodowlanym
(DMEM bez dodatku FBS, HAT, glutaminy oraz penicyliny i streptomycyny)
w temperaturze 37 °C. Kolejno przystepowano do odklejenia komorek z naczyn
hodowlanych za pomoca trypsyny, ktore kolejno wirowano 5 min (300 xg). Osad
komorkowy zawieszano w DMEM bez dodatkow (37 °C). Komorki zliczano, zawieszano
w 2,1 ml DMEM i przenoszono do komor oksygrafu w liczbie 2 miliony na komore, ktore
nastepnie zamykano nie pozostawiajgc wewnatrz pecherzykoéw powietrza. Po kolejnym
ustabilizowaniu systemu pomiarowego przez 20 min, przystepowano do miareczkowania
badanego flawonoidu. Eksperyment zakoniczono poprzez rozprzg¢gnigcie mitochondriow
w komorkach dodaniem do komory FCCP (500 nM). Otrzymane wyniki poréwnywano

z oddychaniem komorek przed traktowaniem flawonoidami.

3.6 Ocena przezywalnosci komorek

W celu okre$lenia zywotnosci komoérek pod wpltywem testowanych flawonoidow,
wykonano testy apoptozy i nekrozy oparte na transpozycji fosfatydyloseryny wykrywanej
przez aneksyne V oraz barwniku DNA jadrowego (RealTime-Glo™ Annexin VV Apoptosis
and Necrosis Assay, Promega) pozwalajace jednoczesnie zbada¢ wpltyw substancji na
indukcje $mierci apoptotycznej i nekrotycznej oraz ich potencjalne wtasciwos$ci ochronne
przed czynnikami uszkadzajacymi. W tym celu na czarng ptytke 96-dotkowa (Corning
Incorporated Costar®) wysiewano komorki w liczbie 9000 na dotek, za$ po osiggnieciu przez
nie konfluencji ok. 80 % przystgpowano do procedury eksperymentalnej. Rozpoczynano od
zmiany medium hodowlanego (DMEM) w studzienkach ptytki (100 ul). Kolejno dodawano
testowane flawonoidy celem jednogodzinnej wstepnej inkubacji z komodrkami.
Rozcienczenia flawonoidow przygotowywano z roztworu wyjsciowego w DMSO, dlatego

do doswiadczen wprowadzono dodatkowa kontrole (DMSO 0,1 %), odzwierciedlajac
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rzeczywisty wpltyw substancji na komorki. Nastepnie przygotowywano roztwor testowy
zgodnie z protokotem zalagczonym przez producenta i dodawano do poszczegdlnych
studzienek ptytki w stosunku 1:1 do ptynu hodowlanego. Kontrola pozytywna — czynnikiem
uszkadzajgcym dla komoérek srodbtonka byta kombinacja 1 ng/ml TNF-a. (czynnik martwicy
nowotworu o, ang. tumor necrosis factor o) 1 0,05 pg/ml cykloheksymidu [142]. Pomiary
wykonano za pomocg czytnika plytek Infinite m200 pro firmy Tecan (Tecan® Austria)
W nastepujacych punktach pomiarowych: 0, 1, 3, 7,9, 11, 13, 24 [h]. Pomi¢dzy pomiarami,
ptytki przechowywano w inkubatorze do hodowli komoérkowych. Kazde z badan wykonano

3-krotnie, z kolei kazde niezalezne do§wiadczenie stanowity 3 powtdrzenia dla danej proby.

Pomiar sygnalu apoptozy jest mozliwy ze wzgledu na zdolnos¢ ekspozycji
fosfatydyloseryny (PS, ang. phosphatidyloserine) na zewnatrz blony komodrkowe;.
W momencie indukcji $mierci apoptotycznej, PS z wewnetrznej strony btony komorkowe;j
ulega transpozycji na jej strong zewnetrzng. Wtedy, dwie podjednostki aneksyny V mogg
si¢ do niej zwigza¢. Dochodzi do ich fuzji. Do kazdej z podjednostek aneksyny dotaczona
jest komplementarna jednostka lucyferazy. Potaczenie tych podjednostek daje sygnat
luminescencyjny, ktory odbiera i zapisuje czytnik ptytek. Dane przedstawiono w postaci
znormalizowanej jako procent RLU (wzgledne jednostki luminescencji, ang. relative
luminescence units), gdzie 100 % stanowi najwyzsza warto$¢ uzyskana w danym

doswiadczeniu.

W momencie indukcji martwicy — $mierci nekrotycznej, dochodzi do przerwania blony
komorkowej i uwolnienia zawartosci komorek. We wspomnianym tescie RealTime-Glo™
znajduje si¢ rowniez nieprzepuszczalny dla komorek barwnik DNA jadrowego, ktory
dopiero w przypadku przerwania blony komoérkowej i jadrowej, wigze si¢ z DNA. Jest to
barwnik fluorescencyjny, wykrywajacy nekroze. Czytnik plytek rejestruje sygnat
fluorescencyjny (dlugos¢ fali wzbudzenia: 485 nm, emisji: 520 nm), za$§ wyniki
przedstawione sa jako procent RFU (wzgledne jednostki fluorescencyjne, ang. relative

fluorescence units).

Z wykorzystaniem niniejszego testu zbadano réwniez toksyczno$¢ rozpuszczalnika
stosowanych w do$wiadczeniach flawonoidoéw, ktorym byt dimetylosulfotlenek. DMSO
w stezeniu 0,1 % nie wykazat toksycznosci wzgledem komoérek EA.hy926. Jego wptyw na

wyniki doswiadczen okreslono jako neutralny.
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3.6.1 Badanie wlasciwosci cytoprotekcyjnych flawonoidow

Wykorzystujagc komercyjnie dostepny test apoptozy i nekrozy okreslano wiasciwosci
cytoprotekcyjne badanych flawonoidow. Na poczatku, testowang substancje inkubowano
z komorkami przez godzing, nastgpnie dodawano czynnik uszkadzajacy TNF-
a/cykloheksymid (1 ng/ml/ 0,05 pg/ml) i roztwor testu Real Time-Glo™. Pomiary apoptozy
i nekrozy wykonano jak wspomniano wczesniej (patrz rozdziat 3.6 Ocena przezywalnosci
komorek). W przypadku ochrony komorek przed uszkodzeniem, obserwowano obnizenie
sygnatu apoptozy/nekrozy wzgledem sygnalu dla czynnika indukujacego uszkodzenie
komorek, w tym samym punkcie pomiarowym. Dodatkowo, po 24h, z wykorzystaniem
mikroskopu optycznego ze $wiatlem przechodzacym i kontrastem fazowym (Olympus
IX71) oraz kamery (DLT-Cam PRO 8 MP USB 3.0.), wykonano zdj¢cia wybranych prob,

obrazujace uzyskane w pomiarach rezultaty.

3.7 Ocena migracji komorek

Migracj¢ komérkowa zbadano z zastosowaniem testu gojenia rany/zarastania rysy (ang.
wound healing/scratch assay). Komorki wysiewano na 24-studzienkowg plytke i hodowano
w DMEM az do uzyskania catkowitej konfluencji. Nastepnie w kazdym dotku wykonywano
rys¢ pod tym samym katem i w tym samym miejscu, z uzyciem nakltadki na pipete
automatyczng o pojemnosci 100 pl. Testowane substancje dodawano w punkcie czasowym
0 h, tuz po wykonaniu rysy. Nast¢pnie obserwowano migracje komorek w czasie 48 godzin.
Schemat ,,zarastania rysy” zobrazowano na Rycinie 10. Zdj¢cia wykonywano bezposrednio
po utworzeniu rysy (czas 0 h) oraz po 6, 12, 24 i 48 godzinach, z uzyciem mikroskopu
optycznego ze $wiattem przechodzacym i kontrastem fazowym (Olympus 1X71) oraz
kamery (DLT-Cam PRO 8 MP USB 3.0.). Jednocze$nie dokonywano pomiaréw szerokosci
rysy, za pomocg oprogramowania kamery (DLT-Cam Viewer), natychmiast po wykonaniu
zdjecia. Nastepnie dane zbierano do arkuszy kalkulacyjnych i analizowano. Przedstawiane
w rozdziale Wyniki dane stanowig wyniki trzech niezaleznych do§wiadczen dla kazdej
z testowanej substancji, gdzie kazde pojedyncze do$wiadczenie wykonano w trzech

powtorzeniach.
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Test zarastania rany
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Rycina 10 Schemat zarastania rany/rysy w tescie stuzqgcym do oceny migracji komérkowej. Wraz z uptywem
czasu (0 — 48 h) obserwuje si¢ zmniejszenie odlegtosci pomigdzy dwoma brzegami rysy. Szerokosé rysy punkcie
0 & (tuz po wykonaniu rysy) przyjmuje si¢ jako 100 %.

3.8 Ocena poziomu ekspresji genéw

Oceny ekspresji wybranych genéw w badanych probach dokonywano technikg ilosciowej
reakcji tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym, uprzednio izolujagc RNA
z komorek, dokonujac pomiaru jego stezenia i utrwalajac informacj¢ genetyczng w procesie
odwrotnej transkrypcji. Kazdy niezalezny eksperyment wykonywano w trzykrotnym

powtorzeniu.

3.8.1 lzolacja RNA

Komorki hodowano zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.2. Komorki srodbtonka
naczyniowego jako model badawczy, po czym usuwano ptyn hodowlany, przeptukiwano
roztworem PBS, zdrapywano je z powierzchni naczynia i wirowano 5 minut z predkoscia
500 xg. Izolacje RNA (kwas rybonukleinowy, ang. ribonucleic acid) przeprowadzano
w warunkach sterylnych z uzyciem zestawu RNeasy® Mini Kit firmy Qiagen,
w temperaturze pokojowej. Osad komorkowy zawieszono w buforze RLT (350 pul)
I dodawano 350 pl 70 % etanolu, a nastgpnie mieszano. Calo$¢ przenoszono na ztoze
W kolumience dotaczonej do zestawu i wirowano 15 sekund (10000 xg), przesacz odlewano.
Na ztoze dodawano 350 pl buforu RW1 1 wirowano jak uprzednio, a przesacz wylewano do
odpadow. Nastepnie dodawano do kolumny 10 pl DNazy (enzym przecinajacy DNA)
wymieszanej z 70 ul buforu RDD i pozostawiano do inkubacji (15 minut, temperatura

pokojowa), po czym dodawano 350 ul buforu RW1 i wirowano jak poprzednio. Przesacz
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odlewano, a na ztoze nakrapiano 500 pl odczynnika RPE i wirowano 15 sekund (10000 xg),
po czym czynno$¢ t¢ powtarzano, za drugim razem wirujac 2 minuty. Kolumng¢ ze ztozem
przenoszono do probowki o pojemnosci 1,5 ml, a na ztoze dodawano 30 pl wody wolnej od
RNaz (enzymoéw przecinajgcych RNA). Wirowano 1 minute z predkoscig 10000 xg
wymywajac RNA ze zloza. Eluat (wyizolowane RNA) umieszczano na lodzie

I przystegpowano do oznaczania jego stezenia.

3.8.2 Pomiar stezenia RNA w eluacie

Pomiary stezen uzyskanych eluatow RNA wykonywano wykorzystujac spektrofotometr
Cary 60 UV-Vis (Agilent Technologies). Na specjalny adapter nakrapiano 3 pl probki,
nakrywano naktadka ,,factor 50” i dokonywano pomiaru st¢zenia RNA w probce (po
uprzednim pomiarze zerowym dla eluentu RNA — ultra czystej wody, majagcym na celu
ustawienie parametrow odniesienia dla prob badanych). Stezenie mierzono przy dlugo$ciach
260 nm i 280 nm oraz okreslano stosunek tych dwoch wartosci (A260/A280) bedacy miarg
czystosci probki. Prawidtowo wykonana izolacja powinna cechowac si¢ wspdtczynnikiem
w granicach 2. Wspoélczynnik ponizej tej wartosci $wiadczy o zanieczyszczeniu biatkami

i DNA. Obliczen stezen w probkach dokonywano z uzyciem wzoru:

OD260 x 40 (dla RNA) x Factor (50) = stezenie [pg/ml]

3.8.3 Reakcja odwrotnej transkrypcji

Po przeliczeniach, przeprowadzano reakcj¢ odwrotnej transkrypcji RNA na cDNA
(komplementarne DNA, ang. complementary DNA; czasteczka DNA bedaca kopig RNA),
gdyz RNA jest niestabilne w temperaturach przeprowadzania eksperymentéw oceny
ekspresji genow. Do tej reakcji wykorzystywano zestaw RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.). Przeliczano RNA tak, by na jedng reakcje
odwrotnej transkrypcji przypadato 5 pg. Ponadto, w temperaturze 4 °C, do jednej reakcji

dodawano 1 pl starteréw reakcji Random Hexamer primer — (polinukleotydowe fragmenty
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RNA, konieczne do inicjacji reakcji) oraz dopelniono do 12 pl woda (pozbawiong nukleaz
— enzymoOw przecinajagcych kwasy nukleinowe). Mieszaning t¢ dokladnie mieszano
i inkubowano przez 5 minut w temperaturze 65 °C. Nast¢pnie dodawano na kazda reakcje
po 4 ul buforu reakcyjnego (5x Reaction Buffer), 1 ul inhibitora RNazy (inhibitor enzymu
przecinajacego RNA; RiboLock RNase Inhibitor), 2 pl mieszaniny deoksynukleotydow (10
mM dNTP Mix; ang. deoxy nucleoside triphosphate) i 1 ul odwrotnej transkryptazy (enzymu
katalizujgcego reakcje odwrotnej transkrypcji; RevertAid M-MuLV RT 200U/ul).
Mieszaning doktadnie mieszano i wirowano. Probowki przenoszono na blok grzejny (C1000
Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories Inc.) i ustawiono parametry reakcji. Najpierw
inkubowano przez 5 min w 25 °C, nastepnie 60 min w 42 °C, a na koncu 5 minut w 70 °C,
po czym schtadzano do 4 °C. Tak przygotowang matryce, od razu wykorzystywano do oceny

ekspresji gen6w lub mrozono w temperaturze -20 °C.

3.8.4 Ilosciowa reakcja lancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym

Po uzyskaniu stabilnego materiatu genetycznego umozliwiajacego ocene ekspresji gendéw
W probie (matrycy), w warunkach sterylnych przygotowywano mieszaniny (1) matrycy
rozcienczonej woda, (2) starteréw (przednich i wstecznych, w stosunku 1:1) dla wybranych
gendw z Power SYBR™ Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc.;
odczynnik/sonda do bardzo czutego oznaczania iloSciowego DNA, nawet w bardzo malej
liczbie kopii genéw). Nastepnie, do studzienek plytki 96-dotkowej (MircoAmp® Fast
Optical 96-well Reaction Plate 0,1 ml, Applied Biosystems) dodawano przygotowane
mieszaniny z uzyciem pipety automatycznej, najpierw te z matrycg (po 8 pl na dotek),
anastgpnie dodawano do nich po 12 ul odpowiedniej mieszaniny wykrywajacej
odpowiednie geny, po czym plytke zaklejano folia optyczng (MicroAmp™ Optical
Adhesive Film, Applied Biosystems). Roztwory w dotkach mieszano na wytrzgsarce typu
vortex i wirowano 5 min 500 xg. Tak przygotowang ptytk¢ umieszczano w aparacie do RT-
gPCR (7900HT Fast Real-Time PCR System, Applied Biosystems) i ustawiano parametry
reakcji (2 min w 50 °C, 10 min w 95 °C i nastepnie 45 powtorzen: 15 s w 95 °C, 1 min 60
°C). Po zakonfczeniu procesu, wyniki analizowano w arkuszu kalkulacyjnym metoda AACt
w odniesieniu do prob kontrolnych i genu referencyjnego — GAPDH (dehydrogenaza
aldehydu 3-fosfoglicerynowego, ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).
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Do oceny ekspresji gendw w niniejszej rozprawie doktorskiej uzyto sekwencji starterow dla

gendw przedstawionych w Tabeli 5.

Tabela 5 Sekwencje starterow przednich i wstecznych specyficznych dla badanych gendw.

Sekwencja starteru Sekwencja starteru
Symbol genu Nazwa genu )
przedniego (5°-3°) wstecznego (5°-3%)
KCNMA1 podjednostka o CCGCAGACACT- GAGCATCTCTCA-
kanatu BKca GGCCAATAG GCCGGTA
KCNMB1 podjednostka 1 CCAGAACCAGCAG | GCTCTTGGAATTT
kanatu BKca TGCTCCTACAT GGCTCTGAC
KCNMB2 podjednostka 2 CACACTCCTGCGCT | ACCTGGAGGCAGG
kanatu BKca CATAC GGTAC
KCNMB3 podjednostka B3 GCTCAGCATTCAGA | GGATTTATCTGGA
kanatu BKca GAGAAGA CAGCCTCTTC
KCNMB4 podjednostka p4 GTTCGAGTGCACCT | AGGAGCACTTGG
kanatu BKca TCACCT GGTTGGT
GAPDH dehydrogenaza ACCACAGTCCATGC | TCCACCACCCTGT
aldehydu 3- CATCAC TGCTGTA
fosfoglicerynowego

3.9 Analiza poziomu bialek metoda Western blot

Metoda Western blot stuzy do jakos$ciowej oceny poziomu biatek w badanych prébach,
a przy uzyciu oprogramowania do oceny gestosci uzyskanych prazkow, takze do oceny
ilosciowej. Metoda ta polega na przygotowaniu probek biatkowych w buforze obcigzajacym,
tak by grawitacyjnie opadaly do studzienek zelu, wyréwnaniu probek w Zelu
zageszczajacym (tak by biatka wszystkich probek zaczynaly rozdziat w tym samym
momencie), a nastgpnie rozdziale frakcji biatek ze wzgledu na tadunek biatka oraz mase
(Izejsze migruja szybciej) w zelu rozdzielajacym. Kolejno nastgpuje przeniesienie tak
rozdzielonych biatek na membrang, blokowanie jej i procedura wigzania przeciwcial I-
rzedowych do konkretnych biatek, a nast¢pnie II-rzedowych, sprzezonych z peroksydaza

chrzanows, dzi¢ki czemu mozliwa jest ich detekcja. Finalnie dochodzi do przeniesienia
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sygnatu chemiluminescencji na klisze fotograficzne i wywolywania ich. Cato$¢ odbywa si¢
bez dostepu $wiatta bialego. Tak wywotana klisza poddawana jest analizie i skanowaniu,

a nastgpnie pomiarom densytometrycznym uzyskanych prazkéw.

3.9.1 Oczyszczanie mitochondriéw metoda permeabilizacji

Oprocz ekstraktow biatkowych z komorek, przygotowano probki bedace homogenatami
mitochondriow. W tym celu zastosowano inng, niz w przypadku techniki patch-clamp,
metode izolacji mitochondriéw, ze wzgledu na potrzebe ich wigkszej ilosci 1 czystosci
otrzymanych preparatow. Komorki wysiano na szalki Petriego o srednicy 150 mm. Dla
kazdej proby (kontrolna oraz traktowana flawonoidem) przygotowano 20 takich szalek. Po
osiggnigciu konfluencji ok. 90 %, do szalek przeznaczonych na przetestowanie wplywu
wybranego flawonoidu, na 12 godzin przed izolacjg mitochondriéw, dodano odpowiednie
stezenie badanej substancji pochodzenia naturalnego. Po tym czasie przystgpiono do
odklejenia komorek z naczyn hodowlanych (z udziatem trypsyny), po uprzednim pozbyciu
si¢ ptynu do hodowli oraz przeptukaniu roztworem PBS. Nastgpnie komodrki wirowano
z predkoscig 800 xg przez 10 minut, zawieszono w PBS, zliczono i ponownie wirowano,
przy tych samych parametrach, pozostawiajac osad komoérkowy do dalszych etapow
procedury. Poszczegolne etapy wykonywano w temperaturze 4 °C. Kolejno dodano 16 ml
buforu do izolacji IB (210 mM mannitol; 70 mM sacharoza; 0,5 mM roztwér HEPES
z ustalonym pH 7,2 wodorotlenkiem potasu KOH) z BSA (250 mg BSA na 100 ml roztworu
IB) (IB+BSA) na 300-500 mIn komoérek i 16 pl roztworu digitoniny (40 mg digitoniny
rozpuszczono w 200 pul DMSO) celem permeabilizacji btony komorkowej, a nastgpnie
mieszano przez odwracanie probowki stozkowej o pojemnosci 50 ml przez kilka minut.
Efekt permeabilizacji sprawdzano pod mikroskopem wybarwiajac kilka mikrolitrow
komorek roztworem biekitu trypanu (komoérki z uszkodzong btong charakteryzowaty sig
btekitnym kolorem). Jesli nie osiggnie¢to co najmniej 80-90 % procent komorek
Z przedziurawiong btong komoérkows, dodawano kolejng porcje digitoniny (8-16 ul). Po
procesie permeabilizacji komorek, pozbywano si¢ digitoniny z probek dodajac roztworu
IB+BSA do 50 ml i wirowano 5 min w 4 °C z predkoscig 3000 xg. Pozbywano si¢ nadsaczu,
osad powinien by¢ biaty 1 zelowe] konsystencji, ktoéry nastgpnie rozpuszczano w 8 ml

IB+BSA i homogenizowano w szklanym homogenizatorze 10 razy gora-dot. Tak uzyskany
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homogenat przenoszono do probowki stozkowej i1 wirowano 5 min 600 xg (4 °C)
pozbywajac si¢ pozostatych w osadzie jader komorkowych. Nadsacz przenoszono do nowej
probowki i wirowano 10000 xg (4 °C) przez 1 godzing. Otrzymywano osad o jasnobrgzowej
barwie pokryty cienka warstwg bialego nalotu. Po odlaniu nadsgczu pozbywano si¢ tego
bialego osadu z uzyciem pipety automatycznej. Brazowy osad rozpuszczono w 5 mi
IB+BSA i wirowano 30 min z predkoscia 10000 xg (4 °C). Ponownie pozbywano si¢
nadsgczu i biatego osadu po czym zawieszono brgzowy osad w 700 ul IB+BSA i wirowano
w matej probowce o pojemnosci 1,5 ml przez 15 min 10000 xg w 4 °C. Odlewano ptyn znad
osadu, za$ ten rozpuszczano w 1 ml IB+BSA i wirowano przy poprzednich ustawieniach
wirowki. Kolejno z osadu pozbywano si¢ BSA, rozpuszczajac go tylko w IB (bez BSA)
I wirujac nadal przy danych ustawieniach. Tak otrzymane, w osadzie, wyizolowane

mitochondria wykorzystane byty do przygotowania homogenatow biatkowych.

3.9.2 Przygotowanie lizatow bialkowych

Komoérki hodowano z danym flawonoidem przez 12 godzin, po czym przystgpiono do
procedury przygotowania z nich probek biatkowych. W tym celu, odlewano ptyn hodowlany
1 przeplukiwano komorki zimnym (4 °C) roztworem soli fizjologicznej (PBS) i w tym
roztworze zdrapywano je z powierzchni naczynia hodowlanego. Nastepnie zawiesing t¢
wirowano przez 6 min z predkoscig 400 xg, a nadsgcz odlano. Osad komorkowy zawieszano
w 200 pl buforu lizujacego (1x RIPA buffer — gotowy do uzycia bufor do lizy komorek;
Thermo Fisher Scientific Inc.) z dodatkiem mieszaniny inhibitorow proteaz (mini
cOmplete™, Roche) i homogenizowano 20 krotnie z uzyciem cienkiej igly i strzykawki
(z uwagi na obecno$¢ detergentu w buforze, uwazano, aby nie doprowadzi¢ do powstania
piany). Nastepnie probki wktadano do tazni ultradzwigkowej (4 °C) na 1 minut¢ celem
sonikacji — fragmentacji bton i uwolnienia zawartos$ci komorek. Kolejno probki wirowano
z predkoscig 12000 xg w 4 °C, zebrano nadsgcz (w nim obecne biatka) i przystepowano do

procedury oznaczenia st¢zenia biatka w probach.

Lizaty z mitochondriow przygotowano analogicznie jak lizaty biatkowe z komorek,
pomijajac jednak etapy zdrapywania. Procedure dla mitochondriow rozpoczynano od

zawieszania osadu wyizolowanych organelli w buforze lizujgcym.
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3.9.3 Pomiar stezenia biatka

Do oznaczania st¢zenia biatka wykorzystywano metode Bradford oparta na wyznaczeniu
krzywej wzorcowej dla standardow biatkowych, gdzie wzorzec stanowito biatko albuminy
bydlecej o stezeniu wyjsciowym 1 ug/ul i na jej podstawie wyliczeniu stgzenia biatka
w probce badanej. Przygotowywano zestaw st¢zen albuminy: 0 (préba $lepa), 1, 3, 5, 7 oraz
10 pg/ul. Do pomiaru wykorzystywano dwa rozne stezenia badanych probek (pobrano 1 ul
1 2 ul z proby). Do wszystkich probek dodawano po 50 ul NaOH (wodorotlenek sodu) w celu
denaturacji biatek, a nastgpnie do kazdej z nich po 1 ml rozcienczonego w stosunku 1:5
z ultraczysta wodg, koncentratu barwnika do oznaczania st¢zenia bialek (ang. Bio-Rad
Protein Assay Dye Reagent Concentrate; Bio-Rad Laboratories, Inc.). Mieszaniny te
nastepnie doktadnie mieszano i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 5 minut,
a kolejno mierzono ich absorbancje spektrofotometrem (UV-160A, Shimadzu, Japonia) przy
dhugosci fali 595 nm. Uzyskane dane wprowadzano do arkusza kalkulacyjnego, wyznaczano
réwnanie regresji dla prob wzorcowych, wedtug ktorego nastgpnie obliczano st¢zenie biatka
w badanych probkach. Otrzymane stezenie koncowe byto srednig z dwéch prob dla kazdego
pomiaru. Po wyznaczeniu stgzenia, do wyjsciowych probek dodawano bufor obcigzajacy
(bufor Laemmli, Bio-Rad Laboratories, Inc; 2M DTT — ditiotreitol; 10 mM PMSF — fluorek
fenylometylosulfonylu, ang. phenylmethylsulfonyl fluoride) w stosunku 4:1 (probka :
bufor), probki doktadnie mieszano i podgrzewano przez 15 minut w temperaturze 37 °C.
W etapie koncowym dokonywano obliczen koncowych stezen biatlek w probkach po

rozcienczeniu ich buforem obcigzajacym.

3.9.4 Elektroforetyczny rozdzial bialek i ich detekcja
W celu rozdzielenia otrzymanych frakcji biatkowych przygotowano zel poliakrylamidowy

sktadajacy si¢ z dwoch czesci: zelu zageszczajacego 1 10 % zelu rozdzielajacego, ich sktad

przedstawiono w Tabeli 6.
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Tabela 6 Skiady zeli poliakrylamidowych - zageszczajgcego i rozdzielajgcego Wraz z proporcjami
poszczegolnych zwigzkow wykorzystanych do ich przygotowania.

10 % zel
skladnik zel zageszczajacy
rozdzielajacy
Woda 4,15 ml 2ml
50 % glicerol - 2,67 ml

3x bufor do zelu (3 M TRIS, 2-amino-2-
(hydroksymetylo) propano-1,3-diol,
363,2g na 1lI; 20 % SDS, ang. sodium 1,55 ml 3,33 ml
dodecyl sulfate, siarczan dodecylu sodu
—0,3 %; pH 8.45)

akrylamid 0,5 ml 2ml
10 % APS (ang. ammonium persulfate,
_ 60 pl 40 pl
nadsiarczan amonu)
TEMED
10-20 pl 3-6 ul

(N,N,N’,N'-Tetrametyloetylenodiamina)

Nastepnie sktadano zestaw do formowania zelu. Szyby odtluszczano etanolem 96 %,
pomiedzy krawedzie obu szyb wkiadano plastikowe elementy w ksztalcie waskich
prostokatow, naktadano boczne elementy zaciskajace szyby, wstawiano do statywu
i uszczelniano, dokrecajac Srubami. Pomigdzy szyby wlewano najpierw zel rozdzielajacy do
ok. % wysoko$ci 1 cienka warstwg izopropanolu celem wyrdéwnania warstwy Zelu,
odczekano ok. 1 h, az spolimeryzuje. Nastepnie odlewano izopropanol i wlewano zel
zageszczajacy oraz wkladano plastikowy ,.grzebien” formujacy studzienki zelu. Po
spolimeryzowaniu (15 min) zalewano studzienki buforem katodowym (1 M TRIS; 20 %
SDS (1 %); 1 M TRICINE, N-(2-hydroksy-1,1-bis (hydroksymetylo) etylo) glicyna; pH
8,25) 1 naktadano probki (lizaty) oraz marker (PageRuler™ Prestained Protein Ladder,
znacznik umozliwiajacy okres§lnie masy biatka na danej wysokosci w zelu rozdzielajacym).
Do aparatu elektroforetycznego wlewano bufor anodowy (2 M TRIS), wktadano zel
z natozonymi probkami, naktadano kuwete z buforem katodowym nad Zel i wtaczano aparat
(120 V, prad staly, ok. 1,5 h). Po rozdziale elektroforetycznym zele wyjmowano z aparatu,
usuwano czes¢ zageszczajaca i przystepowano do transferu biatek na membrane (ze wzgledu

na niska trwalo$¢ zelu).
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W tym celu przygotowano bufor do transferu (10x blot buffer, 100 ml; metanol, 200 ml;
woda, 700 ml). Membran¢ PVDF (z polifluorku winylidenu, ang. polyvinylidene fluoride)
namaczano przez 1 min w metanolu, nast¢pnie w buforze do transferu. Bibuly celulozowe
zwilzano buforem do transferu i uktadano nastepujace warstwy transferu, od dotu: bibuta,
zel, membrana, bibuta. Dociskano, aby pozby¢ si¢ pecherzykow powietrza i wktadano do
aparatu do transferu, tak aby biatka z zelu zostaly przeniesione z kierunkiem transferu na
membrane przy nat¢zeniu 400 mA przez 2 h. Po zakonczeniu procesu, wyjmowano
membrang i wybarwiano jg niebieskim barwnikiem do znakowania biatek (Gel Code™ Blue
Safe Protein Stain) celem uwidocznienia bialek na membranie PVDF. Membrang¢ kolejno
odbarwiano (50 % metanol, 10 % kwas octowy, woda), podpisywano i odrysowywano
marker. Odbarwiano dodatkowo w 96 % etanolu, az do zniknigcia prazkow (prazki dla
markera zostawaty na membranie). Przeptukiwano woda i TBST (sol fizjologiczna
buforowana TRIS z Tween 20 - monolaurynian polioksyetyleno (20) sorbitanu; ang. tris-
buffered saline with Tween 20 - polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate). Nastepnie
membrane poddawano catonocnej inkubacji w 10 % roztworze odtluszczonego mleka
w proszku w TBST (4 °C).

Identyfikacji wybranych bialek dokonywano poprzez inkubacje membrany (2h
W temperaturze pokojowej) z przeciwciatem I-rzegdowym (rozcienczonym w 5 % roztworze
odtluszczonego mleka w proszku, w TBST) wigzacym si¢ z danym biatkiem na membranie
(wykaz przeciwcial umieszczono w Tabeli 7). W kolejnym kroku usuwano nadmiar
przeciwciala, przeptukujagc membrang roztworem TBST 1 inkubowano z przeciwciatem II-
rzedowym (anty-mysie do anty-mysiego I-rzedowego, itd.) sprz¢zonym z peroksydaza
chrzanowa, umozliwiajaca naswietlenie kliszy fotograficznej. Membrane kolejno
przeptukiwano TBST 1 zalewano ja roztworem wywotujacym (ECL™ Prime,
Amersham™)_ Nastepnie przenoszono do kasety do wywotywania klisz, wktadajac ja
miedzy folig. W ciemni przyktadano klisze fotograficzne do membrany w kasecie, celem
przeniesienia sygnatu z wyznakowanych przeciwciatami bialek. Na wywotanych kliszach
odrysowywano doktadnie ulozenie markera z membrany i porownywano jako$ciowo
roznice w poziomach st¢zen danego biatka migdzy probami. Klisze fotograficzne
skanowano i okreslano ilosciowo obserwowane zmiany. Pomiary densytometryczne
(pomiary gestosci prazkéw) wykonywano w programie Image Studio Lite wersja 5.2 (LI-
COR Biotechnology).
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Tabela 7 Wykaz przeciwcial wykorzystanych w doswiadczeniach. Przedstawiono numery katalogowe,
pochodzenie i przewidywane masy prqgzkow, a takze uzyte rozcienczenia.

Rodzaj Numer katalogowy | Pochodzenie Masa Rozcien-
przeciwciala (firma) (M —mysie, | czasteczkowa | czenie
R — kroélicze) | bialka [kDa]
Anti-slol L6/60 (NeuroMab) M 110-130 1:400
(KCNMAL)
Anti-slopl APC-036 (Alomone | R 25-30 1:200
(KCNMB1) labs)
Anti-slop2 APC-034 (Alomone | R 45 1:200
(KCNMB?2) labs)
Anti-slop3 N40/18 (NeuroMab) | M 35 1:500
(KCNMB?3)
Anti-slop4 60122-1-Ig M 25 1:1000
(KCNMB4) (Proteintech)
COXIv 4844C (Cell R 17 1:1000
Signaling)

3.10 Analiza statystyczna

Wyniki przedstawiono jako $rednie wartosci + odchylenie standardowe (SD, ang. standard
deviation). Analizowano dane, ktére uzyskano z €0 najmniej trzech niezaleznych
doswiadczen, w ktorych kazde z oznaczen przeprowadzono w trzech powtdrzeniach
(badania biochemiczne, biologii molekularnej oraz funkcjonalne). Wyniki pomiaréw
elektrofizjologicznych przedstawiono jako $rednig wartos¢ + SD, te z kolei uzyskano z co
najmniej trzech do szeséciu niezaleznych do§wiadczen. Do okreslenia istotnoS$ci statystyczne;j
zastosowano test t-Studenta dla poréwnania migdzy sobg dwoch prob. Do poréwnania
$rednich z trzech lub wiecej warunkow doswiadczalnych stosowano jednoczynnikowa lub
dwuczynnikowa analiz¢ wariancji ANOVA =z testem Tukey’a. Analiz¢ danych,
przygotowanie wykresOw 1 oznaczen istotnosci statystycznej wykonano w programie
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software). W przypadku wszystkich testow wartos¢
p uznawano za istotng, gdy p <0,05 (*), p <0,01 (**), p <0,001 (***) lub p <0,0001 (****)
lub nieistotng statystycznie dla p > 0,05 (ns).
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4. Wyniki

W celu wyjasnienia hipotez badawczych wykonano doswiadczenia z wykorzystaniem
szerokiego spektrum technik biofizycznych, biochemicznych i metod biologii molekularnej.
Z perspektywy poszukiwan nowych i specyficznych aktywatorow kanatow potasowych,
z grupy flawonoidow kardioprotekcyjnych, szczegdlnie wazne jest zastosowanie techniki
patch-clamp. Pozwala ona na szczegotowe analizy wlasciwosci biofizycznych
I farmakologicznych pojedynczych biatek kanatowych w mitochondriach. Dodatkowo
podjeto probe okreslenia roli flawonoidow kardioprotekcyjnych jako aktywatoréw

mitochondrialnych kanatéw potasowych w zjawisku cytoprotekc;ji.

4.1 Charakterystyka biofizyczna i farmakologiczna kanalu mitoBKca

W komorkach $rodblonka naczyniowego linii EA.hy926, zidentyfikowano mitochondrialny
kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany jonami wapnia (kanat mitoBKca) [71].
Opublikowane wowczas dane pochodzily z modelu komoérek EA.hy926 hodowanych
w wysokim stezeniu glukozy (4,5 g/1). Takie warunki sprzyjaja indukowaniu
cukrzycy. Dlatego badania zawarte w tej rozprawie oparte sg na modelu komorek EA.hy926

hodowanych w niskim stgzeniu glukozy (1 g/1).

W celu okreslenia wilasciwosci biofizycznych kanalu mitoBKca, wykonano pomiary
z wykorzystaniem techniki patch-clamp. Obserwowano symetryczny wzrost amplitud
plynacego pradu jonowego po stronie napie¢¢ dodatnich, jak i ujemnych — nie obserwowano
prostowania pragdowo-napieciowego (Rycina 11a i 11b). Na podstawie zaleznosci prgdowo-
napieciowej wyznaczono przewodnictwo kanalu. Analiza nachylenia prostej do osi napiecia
wskazuje, ze $rednie przewodnictwo kanatu mitoBKca w ukladzie symetrycznego roztworu
150/150 mM KCI wynosi ¢ = 285 + 3,51 pS (S — Simens, jednostka przewodnictwa kanatu)
(n =6). Nalezy zwroci¢ uwage, ze przewodnictwo jest to stata charakterystyczna dla danego
kanatu tylko w danych warunkach do$wiadczalnych. Wykazano, ze przewodnictwo jest
funkcja potencjatu i stezenia, a takze zalezy od sktadu lipidowego btony czy otoczenia

biatkowego kanatu. Dlatego, poréwnywanie warto$ci przewodnictwa z innymi ma sens tylko
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Rycina 11 Wiasciwosci biofizyczne kanatu mitoBKca w komérkach srodbionka naczyniowego EA.hy926.
(8) Zaleznosé natezenia prgdu jonowego [pA] przeplywajgcego przez por kanatu, od napiecia [mV]. Dane
otrzymano w warunkach symetrycznych stezer 150/1150 mM KCI, pH = 7,2, w obecnosci 100 uM Ca®*. Na
wykresie zaznaczono odchylenie standardowe (SD) zmierzonych wartosci prqdu jonowego przeptywajgcego
przez kanat (n = 6). (b) Rejestracje zmian aktywnosci kanatu w zaleznosci od napiecia (+40, 0 i -40 mV)
wykonane w ukfadzie symetrycznych stezer: 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. Dodatkowo zaznaczono
Srednie wartosci prawdopodobienstw otwaré kanatu (Po) przy napieciu +40 i -40 mV. ,,-” oznacza stan
zamkniety kanatu, ,,0” oznacza stan otwarty kanatu.

W kolejnym etapie badan wykonano doswiadczenia z wykorzystaniem substancji

powszechnie znanych jako modulatory kanatu typu BKca (wapn, NS11021, paksylina).

W celu okreslenia regulacji kanalu przez jony wapnia wykonano do$wiadczenia
z wykorzystaniem roztworu izotonicznego o roéznych stezeniach Ca®* (1, 10, 30 oraz 100
uM Ca?"). Roztwory te podawane byty za pomoca uktadu perfuzyjnego (patrz rozdziat 3.3.3
Technika patch-clamp). Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 12. Wraz ze spadkiem
stezenia jonow Ca?*, obserwowano spadek prawdopodobienistwa otwar¢ kanatu mitoBKca,
7 41,1 % + 3,1 % przy 100 uM Ca?*, przez 24,1 % + 1,9 % przy 30 uM Ca?*, 7,1 % £ 0,9 %
przy 10 uM Ca?*, az po 0,5 % =+ 0,5 % przy 1 uM Ca?". Wyniki te §wiadcza o regulacji
kanatu przez jony wapnia. Takie zmiany prawdopodobienstw otwar¢ sg typowe dla kanatow

typu BKca.
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Rycina 12 Regulacja kanalu mitoBKca przez jony wapnia. (a) Rejestracje zmian aktywnosci kanafu
W zaleznosci od stgzenia jonow wapnia. Rejestracje przeprowadzono w symetrycznym uktadzie roztworu
150/150 mM KCI, pH = 7,2 w obecnosci 100, 30, 10 i 1 uM Ca?*. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu; ,,0”
oznacza stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstw otwaré kanatu mitoBKca (Po) W warunkach 100,
30, 10 i 1 uM Ca®* dla napiecia +40 mV (n = 3). Poziomy istotnosci statystycznej wyznaczono analizq
Jednoczynnikowg wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p < 0,01 (**); p < 0,0001 (***%)).

W dalszym etapie pracy wykorzystano paksyling - znany inhibitor kanatu mitoBKca
[55,77,81,143,144]. Podczas rejestracji aktywnos$ci kanatu technika patch-clamp, po podaniu
1 uM paksyliny od strony macierzy mitochondrialnej, obserwowano catkowite blokowanie
kanatu (Rycina 13a). Zanotowano spadek prawdopodobienstwa otwaré kanatu z 39,6 %
+ 3,4 % do 0,5 % + 0,3 % (Rycina 13b). Dane literaturowe wskazujg, ze paksylina hamuje
kanat, gdy ten jest w stanie zamknigetym (wtedy moze si¢ z nim zwigzac¢). Miejsce wigzania

paksyliny znajduje si¢ wewnatrz poru kanatu [145].
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Rycina 13 Blokowanie kanatu mitoBKca przez paksyling. (a) Przykladowe rejestracje aktywnosci kanatu
w warunkach kontrolnych oraz po podaniu 1 uM paksyliny. Rejestracje przeprowadzono w symetrycznym
uktadzie roztworéw 150/150 mM KCI, pH = 7,2 przy napieciu +40 mV w obecnosci 100 uM Ca?*. - oznacza
stan zamkniety kanatu, ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. (0) Analiza prawdopodobienstwa otwaré kanatu
mitoBKca (Po) dla n = 3. Na wykresie zaznaczono poziom istotnosci statystycznej obserwowanych réznic
p <0,0001 (****) (test t-Studenta).

Jednym z dobrze opisanych, syntetycznych aktywatoréw kanatu mitoBKca jest NS11021.
Na Rycinie 14 przedstawiono przyktadowy wynik do$wiadczenia przedstawiajacego
aktywacje mitoBK.. w obecnosci 1 pM NS11021. Obserwowano wzrost
prawdopodobienstwa otwar¢ mitochondrialnego kanatu BK.. z 39,8 % + 2,3 % do 60,4 %
+ 2,4 % po dodaniu 1 puM NS11021.
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Rycina 14 Aktywacja kanafu mitoBKca przez NS11021. (a) Przyktadowe fragmenty nagran przeptywu prgdu
jonowego zarejestrowane przy napieciu +40 mV W symetrycznym uktadzie 150/150 mM KCI, pH = 7,2
W obecnosci 100 uM Ca?* oraz po podaniu 1 uM NS11021. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu, ,,0” oznacza
stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstwa otwaré mitoBKca (Po) dla warunkéw kontrolnych i po
podaniu 1 uM NS11021n = 3. Na wykresie zaznaczono takze poziom istotnosci statystycznej okreslony testem
t-Studenta (p < 0,001 (***)).
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Podsumowujac, podstawowe wilasciwosci farmakologiczne mitochondrialnego kanatu
0 duzym przewodnictwie, regulowanego przez wapn to:

- regulacja aktywnosci kanatu przez wapn

- aktywacja kanatu przez NS11021

- blokowanie aktywnos$ci kanatu przez paksyling
Obserwowane zaleznosci potwierdzaja, ze w wewngtrznej blonie mitochondrialnej komoérek
EA.hy926 obecny jest kanat mitoBK... Otrzymane dane stanowig punkt wyjscia do dalszych

doswiadczen.

4.2 Regulacja kanalu mitoBKca przez flawonoidy kardioprotekcyjne

Okreslenie podstawowych wilasciwosci biofizycznych 1 farmakologicznych kanalu
mitoBKca bylo kluczowym punktem odniesienia do badan regulacji tego kanatu przez
wyselekcjonowane flawonoidy. W pierwszych etapach pracy przystgpiono do okreSlenia
wpltywu: naringeniny i jej pochodnych oraz kwercetyny, cyjanidyny i luteoliny na
aktywno$¢ kanatu mitoBKca. Ponadto wykonano szereg dodatkowych doswiadczen

okreslajacych ich toksyczno$¢ oraz role fizjologiczna.

4.2.1 Naringenina

Jednym z badanych flawonoidéw byta naringenina. Jest ona przedstawicielem flawanonow
I wystepuje migdzy innymi w owocach cytrusowych. Kojarzona jest najczgsciej z gorzkim

smakiem, ktory nadaje grejpfrutom.

4.2.1.1 Wplyw naringeniny na aktywno$¢ mitoBKca

W pierwszym kroku, wykorzystujac technike patch-clamp okreslono wptyw naringeniny na
aktywno$¢ kanalu mitoBKca. W tym celu, podczas pomiardéw elektrofizjologicznych, po
uzyskaniu odpowiedniego, stabilnego zapisu aktywnos$ci kanatu, rozpoczg¢to podawanie

naringeniny. Zmiany aktywnosci kanatu w obecnosci 1, 3 1 10 uM naringeniny rejestrowano
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w warunkach 10, 30 i 100 pM Ca?*. Na Rycinie 15(a) przedstawiono przykladowe zapisy
zmian aktywnosci kanatlu, za§ w cze$ci 15(b) analize prawdopodobienstwa otwar¢ (Po)

kanatu (n = 4).
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Rycina 15 Wplyw naringeniny na aktywnosé kanatu mitoBKca. (2) Zapisy pomiaréw elektrofizjologicznych
W obecnosci 1, 3 i 10 uM naringeniny w 10, 30 oraz 100 uM stezeniu Ca?* w ukladzie symetrycznym 150/150
mM KCI, pH = 7,2. Obok zapisow zaznaczono wartosci przytozonego napigcia. ,,-” oznacza stan zamknigty
kanatu; ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstwa otwaré kanatu (Po) dla 1, 31 10
uM naringeniny w warunkach 10, 30, 100 uM Ca?* (n = 4). Istotnos¢ statystyczng (wzgledem kontroli)
okreslono metodg analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p < 0,05 (*); p < 0,01 (*%);
p > 0,05 (ns)).

Analizujac powyzsze dane mozna zauwazyé, ze w obecnosci 10 pM Ca?*, naringenina
(NAR) w stezeniu 1 pM aktywuje kanal przy napigciu +40 mV. Z analizy
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu wynika, Ze naringenina zwigksza Po z 40,7 % + 9,3 %
do 59,8 % + 3,4 % (Rycina 14b, lewy panel). W przypadku obecnosci 3 uM naringeniny,

obserwujemy aktywacj¢ kanalu zarowno przy napieciu ujemnym jak i dodatnim.
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Obserwowano wzrost P, odpowiednio o kolejne 11 % i 3 %. Podobnie, w obecnosci 10 uM
naringeniny, obserwowano wzrost prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu 0 5 % przy napieciu
-40 mV) i 0 52 % przy +40 mV, w stosunku do 3 uM naringeniny. Dodatkowo,
zaobserwowano, ze po odptukaniu naringeniny, czyli podaniu roztworu kontrolnego (10 uM
Ca2"), prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu byto na takim poziomie, jak w warunkach

kontrolnych. Zatem aktywacja kanatlu byta odwracalna.

W drugim przypadku, zarejestrowano aktywno$¢ kanatu mitoBKca W symetrycznym
uktadzie roztworu izotonicznego w 30 uM stezeniu jondéw wapnia. W tym przypadku, 1 uM
naringenina nie aktywowata kanalu w przy obu analizowanych napigciach. Natomiast,
obecno$¢ 3 uM naringeniny wptywata na zwigkszenie prawdopodobienstwa otwar¢ przy
napigciu +40 mV z 25,7 % + 6,2 % na 43,2 % + 3,1 % i przy napieciu -40 mV z 61 % + 14,2
% na 73 % = 5,1 % wzgledem kontroli. Po podaniu naringeniny w stezeniu 10 pM,
aktywno$¢ kanatlu byta nieco wyzsza. Obserwowano Wzrost P, odpowiednio 0 4,2 % i 2,4
%. Odwracalnos¢ efektu aktywacji kanatu mitoBKca przez naringening obserwowano

w przypadku pomiaréw wykonanych przy potencjale -40 mV.

Trzeci cykl doswiadczen dotyczacy regulacji kanalu mitoBKca przez naringening
zaplanowano w roztworach zawierajacych 100 uM wapn. Naringenina w st¢zeniach 3 pM
I 10 uM, zwickszata prawdopodobienstwo otwaré z poziomu 32,6 % + 10,1 % do
odpowiednio 60,7 % + 2,3 % i 58,4 % + 6,3 %, za§ w obecnosci 1 uM naringeniny
obserwowany byt wzrost Po 0 6,9 % przy napieciu -40 mV, jednakze wynik ten byt nieistotny
statystycznie. Dla napig¢ dodatnich nie zaobserwowano istotnych zmian P, po podaniu
naringeniny. Odwracalno$¢ efektu aktywacji kanatu przez naringening obserwowano przy

obu napieciach.

Powyzsze wyniki wskazuja, ze aktywacja kanalu przez naringening jest zalezna od st¢zenia

jonoéw wapnia.

4.2.1.2 Potencjal blonowy mitochondriéw w obecnoS$ci naringeniny

Kolejnym etapem bylo zbadanie wptywu naringeniny na potencjal blony mitochondrialne;.
W tym celu przeprowadzono doswiadczenia z uzyciem barwnika JC-10 i cytometrii

przeptywowej (opis w rozdziale 3.4 Pomiar potencjaiu blonowego mitochondriow)
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Otrzymane wyniki zaprezentowano na Rycinie 16. Wraz ze wzrostem st¢zenia naringeniny
(10 1 30 uM) obserwowano niewielka depolaryzacje mitochondriow. W obecnosci 30 uM
naringeniny zmiany byly na poziomie 3-4 %. Naringenina w obu badanych stezeniach nie

spowodowata istotnych statystycznie roznic w zmianach potencjalu blony mitochondrialne;.
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Rycina 16 Efekt naringeniny na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej. (a) Wplyw 10 i 30 uM
naringeniny na zmiang potencjatu mitochondriow komorek srodbtonka naczyniowego w warunkach
kontrolnych oraz w obecnosci 1,5 i 3 uM FCCP. Poziomy istotnosci statystycznej okreslono z uzyciem testu t-
Studenta wzgledem kontroli (p < 0,0001 (****), p > 0,05 (ns)). (b) Przyktadowe wykresy punktowe dla kontroli,
30 uM naringeniny i 3 uM FCCP (rézowe punkty oznaczajq komorki zawierajgce mitochondria o Wysokim
potencjale blony wewnetrznej; fioletowe — 0 niskim).

4.2.1.3 Przezywalno$¢ komoérek

Badania elektrofizjologiczne okreslajg bezposredni wptyw badanej substancji na pojedyncze
biatko kanalowe. Majac na uwadze mozliwe wlasciwosci toksyczne substancii,
zaplanowano do$wiadczenia okres§lajace wplyw naringeniny na indukcje apoptozy i nekrozy
w komorkach EA.hy926. Badania wykonano z wykorzystaniem testu wykrywajacego

apoptoze i nekroze opisanego w rozdziale 3.6 Ocena przezywalnosci komorek.
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W okreslonych punktach czasowych (0,1,3,5,7,9,11 oraz 13 h) zbadano czy traktowanie
naringening przyczynia si¢ do indukcji apoptozy i nekrozy. Dodatkowo, w przypadku
nekrozy wykonano pomiar po 24h. Nie zaobserwowano indukcji apoptozy w komorkach
EA.hy926 pod wptywem 10 uM i 30 uM naringeniny (Rycina 17). Wyniki poréwnano
z proba traktowang czynnikiem wywotujacym apoptoze (TNF/CHX). Jest on kombinacja
1 ng/ml TNF-a (czynnik martwicy nowotwordw a, ang. tumor necrosis factor o) oraz 0,05
ug/ml  cykloheksymidu (CHX). TNF-a, jest klasycznym induktorem szlakow
apoptotycznych  w wyniku aktywacji szlaku kwasu arachidonowego [146], =za$
cykloheksymid hamuje wydzielanie wczesnych biatek antyapoptotycznych, co wzmacnia
efekt i zapobiega jego znoszeniu [147]. Pomiaru apoptozy dokonano mierzgc luminescencje
za$ wyniki przedstawiono jako % RLU (wzgledne jednostki luminescencji, ang. relative

luminescence units).
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Rycina 17 Wykres prezentujgcy zmiane luminescencji w czasie w komorkach srédbfonka naczyniowego.
Przedstawiono préby traktowane naringening w stezeniach 10 i 30 uM, w odniesieniu do nietraktowanych
komorek (kontrola) oraz uszkadzanych TNF/CHX. Istotnosé statystyczng wzgledem kontroli okreslono za
pomocg dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,0001 (****); p > 0,05

(ns)).

Wyniki otrzymane dla naringeniny poréwnano z danymi wykonanymi w obecnoS$ci
NS11021 — syntetycznego, powszechnie znanego aktywatora kanalu mitoBKca. W tym
przypadku rowniez nie zaobserwowano indukcji apoptozy. Sygnaty luminescencji dla 3 uM

NS11021 i kontroli, w czasie 0-13 h sg podobne. Rezultaty przedstawiono na Rycinie 18.
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Rycina 18 Zmiany luminescencji w czasie w obecnosci NS11021. Punkty zaznaczone na wykresie
przedstawiajg wartosci luminescencji w warunkach kontrolnych oraz z 3 uM NS11021 i z induktorem apoptozy
(TNF/CHX) oznaczane w czasie do 13 k. Istotnos¢ statystyczng wzgledem kontroli okreslono za pomocg
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a dian = 3 (p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

Oprocz oceny indukcji $mierci apoptotycznej, przeprowadzono pomiary fluorescencji, ktore
umozliwiajg oznaczenie poziomu martwicy (nekrozy). Proces ten przebiega wraz z stanem
zapalnym 1 jest duzo bardziej niekorzystny niz apoptoza [148]. W wykonanych
doswiadczeniach nie obserwowano indukcji nekrozy przez 10 uM 1 30 uM naringening, jak
réwniez nie zaobserwowano indukcji nekrozy przez TNF/CHX. Wszystkie wyniki wykazaty
poziom nekrozy podobny do obserwowanego w komorkach nietraktowanych. Stwierdzono

brak istotnych statystycznie roznic migdzy probami.

Podobnie, jak w przypadku apoptozy, okreslono poziom indukcji nekrozy pod wptywem
3 uM NS11021. Po przeanalizowaniu danych wywnioskowano, ze NS11021 nie indukuje
nekrozy w komorkach $rodblonka naczyniowego EA.hy926. Nie odnotowano istotnych

statystycznie zmian sugerujacych pronekrotyczne dziatanie tej substancji.
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4.2.1.4 Rola naringeniny w cytoprotekcji

Oprécz oceny toksyczno$ci w testach apoptozy i1 nekrozy, okreslono wlasciwosci
protekcyjne naringeniny. Wtasciwe pomiary poprzedzata godzinna inkubacja komorek
EA.hy926 z 10 uM naringening. Nastepnie dodawano 1 ng/ml TNF-o z 0,05 pg/ml
cykloheksymidem (TNF/CHX) jako czynnik uszkadzajacy. Kolejno dokonywano pomiarow

analogicznie jak w przypadku oceny przezywalnosci.

Wykazano, ze naringenina (NAR) zarowno w stezeniu 10 uM, jak i 30 uM ochraniajg
komorki srodbtonka przed indukcjg apoptozy. Ochrona jest tym wigksza, im wyzsze stezenie
flawonoidu. Obserwowano obnizenie sygnatu luminescencji o odpowiednio 20 % i 35 %.

Wyniki przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono na Rycinie 19,
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Rycina 19 Zmiany uszkodzen wywolywanych przez TNF-a i cykloheksymid pod wplywem naringeniny. Na
wykresie przedstawiono zmiany luminescencji w warunkach kontrolnych, w obecnosci TNF/CHX oraz 10 i 30
uM naringeniny. Poziom istotnosci statystycznej okreslono wzgledem danych otrzymanych w warunkach
uszkodzenia wywotanego przez TNF/CHX. Wykorzystano analize dwuczynnikowq wariancji ANOVA z testem
Tukey’a; n =3 (p < 0,05 (*); p < 0,01 (¥**); p < 0,0001 (***%)).

Rownolegle, dokonano oceny pomiaru zmian poziomu nekrozy. Analizowano wyniki
otrzymane po 24 godzinach. Analiza danych wskazuje, ze naringenina w stezeniu 30 uM

0 ok. 6 % obniza poziom nekrozy w probie uszkadzanej przez 1 ng/ml TNF-a z 0,05 pg/ml
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cykloheksymidem (TNF/CHX). Ponadto, po uptywie doby, sama naringenina roéwniez nie
indukuje nekrozy w odniesieniu do kontroli. Rezultaty przedstawiono na Rycinie 20.
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Rycina 20 Ochronne dziatanie naringeniny w stosunku do komorek srodbtonka poddanych uszkodzeniu. Na
wykresie zostata przedstawiona procentowa zmiana fluorescencji oznaczajgcej poziom nekrozy, w obecnosci
30 uM naringeniny, TNF/CHX i 30 uM naringeniny wraz z TNF/CHX. Oceny poziomu istotnosci statystycznej
wzgledem kontroli dokonano z uzyciem jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p <
0,05 (*); p<0,01 (**); p<0,001 (***); p>0,5 (ns)), n =3.

Oprécz wykonania standardowych pomiarow, ktore przedstawiono na Rycinach: 19 i 20, po
24 godzinach wykonano zdjecia obrazujace zaobserwowany efekt ochronny. Fotografie
wchodzace w sktad Ryciny 21 przedstawiajg komorki §rodbtonka w warunkach kontrolnych,
traktowane 30 puM naringening, uszkadzane TNF/CHX oraz preinkubowane z 30 uM
naringening godzing przed dodaniem TNF/CHX.

) _200um

TNF/CHX + 30 uM NAR

kontrola 30 uM Naringenina TNF/CHX
Rycina 21 Fotografie mikroskopowe obrazujgce efekt ochronny 30 uM naringeniny w stosunku do komérek
EA.hy926 poddanych uszkodzeniu przez TNF/CHX (po 24 h). Od lewej przedstawiono komérki kontrolne,
traktowane 30 uM naringening, uszkadzane TNF/CHX oraz inkubowane z 30 uM naringening na godzing przed
podaniem czynnika uszkadzajqgcego - TNF/CHX. Biala pozioma linia w prawym dolnym rogu ma diugosé 200
Hm.
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Efekty ochronne naringeniny zaré6wno w przypadku apoptozy, jak i nekrozy komorek
srédblonka porownano do tych otrzymanych w obecnosci NS11021 - aktywatora kanatu
mitoBKca. W przypadku apoptozy, wykazano, ze NS11021 w stezeniu 3 uM, 0 ok. 5 % (po
9h) bardziej niz 30 uM naringenina ochrania komorki przed uszkodzeniem. Obserwowano

obnizenie sygnatu luminescencji z 96 % do 43 % w 9 godzinie doswiadczenia (Rycina 22).
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Rycina 22 Efekty ochronne 3 uM NS11021 przed indukcjg apoptozy w komérkach srédbtonka przez TNF/CHX,
w odniesieniu do kontroli i czynnika uszkadzajgcego (zmiana % RLU — luminescencji w czasie 13 h). Analiza
dwuczynnikowa wariancji ANOVA z testem Tukey’a postuzyta do oceny poziomu istotnosci statystycznej
wzgledem uszkodzenia, dlan = 3 (p < 0,01 (**); p < 0,0001 (****)).

Ponadto dokonano oceny wtasciwosci ochronnych NS11021 przed indukcjg nekrozy po
uptywie 24 godzin. Na Rycinie 23 zaprezentowano usredniony wynik, $wiadczacy
0 obnizeniu sygnatu fluorescencji — nekrozy, o 0k.10 %, jako efekt wlasciwosci
protekcyjnych NS11021 - aktywatora kanatlu mitoBKca. Co wigcej, dowiedziono, ze po
uptywie 24 h, 3 uM NS11021 nie indukuje nekrozy. Jednakze otrzymany wynik jest wyzszy

0 3 %, niz obserwowany w przypadku obecnosci naringeniny.
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Rycina 23 Pomiar zmian fluorescencji po 24h w warunkach kontrolnych oraz pod wptywem 3 uM NS11021,
1 ng/ml TNF-a z 0,05 ug/ml cykloheksymidem (TNF/CHX) i 3 uM NS11021 wraz z TNF/CHX. Poziom
istotnosci statystycznej wzgledem kontroli okreslono analizqg jednoczynnikowq wariancji ANOVA z testem
Tukey’a (p < 0,05 (*); p < 0,01 (**); p < 0,0001 (****); p > 0,5 (ns)), n = 3.

4.2.1.5 Udzial naringeniny w migracji komérkowej

Udziat kanatow jonowych w migracji komorkowej zostat dobrze opisany w literaturze [149].
Istnieja rowniez prace wskazujace udzial mitochondrialnych kanatow potasowych w tym
procesie, np. kanatu mitoKv1.3 [150]. Dlatego postanowiono zbada¢ czy naringenina, jako
aktywator mitoBKca, ma wpltyw na migracj¢ komorek srodbtonka naczyniowego linii
EA.hy926. Postanowiono ponadto oceni¢ potencjal migracyjny tych komoérek pod wptywem
NS11021 i wykorzystywanego rozpuszczalnika - DMSO. W zwigzku z tym dokonano
obserwacji zarastania rysy, zgodnie z procedurg opisang w rozdziale 3.7 Ocena migracji
komorek. Miato to na celu okreSlenie fizjologicznej roli naringeniny w komorkach

srodblonka.

Otrzymane dane §wiadcza o tym, ze naringenina w stezeniu 10 uM przyspiesza migracje
komorek $rodblonka. Wynik ten porownano z kontrola, w ktorej nie bylo obecnej
naringeniny. Po 24h odlegto$¢ pomiedzy dwoma brzegami rysy w probie traktowane;j
naringening byta niemal o potowe mniejsza niz w kontroli. Za$ po 48 godzinach, rysa byta
calkowicie zarosnieta. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 24. Obok danych
liczbowych przedstawiono rowniez fotografie mikroskopowe komorek $rodbtonka
w warunkach kontrolnych oraz w obecno$ci 10 uM naringeniny. Fotografie przedstawiaja

zarastanie rysy w 24 godzinnych odstgpach czasowych.
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Rycina 24 Wplyw naringeniny na migracje komérek srodbtonka EA.hy926. Na wykresie przedstawiona zostata
miana procentowej szerokosci rysy w czasie 48 h w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci 10 uM
naringeniny. Dla kazdej z prob przygotowano zestaw zdjeé obrazujgcy obserwowany efekt w danych punktach
pomiarowych. Istotnosé¢ statystyczng okreslono analizq dwuczynnikowg wariancji ANOVA z testem Tukey'a;
n=3;p <05 (% (komorki traktowane wzgledem kontroli). Biata skala w prawym dolnym rogu odpowiada
dlugosci 500 um. Wszystkie zdjecia wykonano w jednakowej skali.

Aby wykluczy¢ efekt rozpuszczalnika, wykonano pomiary zarastania rysy w obecnos$ci
DMSO. W tym celu wykonano test dla 0,1% DMSO i poréwnano go z kontrolg. Wynik
przedstawiono na Rycinie 25. DMSO nie wptyneto na migracje komorek, tempo zarastania
rysy byto podobne jak obserwowane w kontroli. Ponadto na tym samym wykresie pokazano
wptyw 3 uM NS11021 na potencjal migracyjny komorek EA.hy926. Dowiedziono, iz jako
aktywator mitoBKca przyspiesza nieznacznie migracje, co jest szczegodlnie widoczne

w ostatnim punkcie pomiarowym (48 h).
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Rycina 25 Zmiany migracji komérek pod wplywem rozpuszczalnika (DMSQO) oraz aktywatora kanatu
mitoBKca (NS11021). Przedstawione wyniki zostaty otrzymane w czasie 0, 6, 12, 24 i 48 h w warunkach
kontrolnych oraz w obecnosci 0,1 % DMSO i 3uM NS11021. Istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli
potwierdzono analizq dwuczynnikowg wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p < 0,05 (*); p > 0,05 (ns)), n = 6.

4.2.2 Pochodne naringeniny

W swietle wynikow badan przeprowadzonych z wykorzystaniem naringeniny zaplanowano
poszukiwania aktywatorow kanatu mitoBKca, bedacych pochodnymi tego flawonoidu. By¢
moze, modyfikacje naringeniny przyczynia si¢ do odkrycia specyficznych aktywatorow
mitochondrialnych kanalow potasowych. Ponizej przedstawiono wyniki dla naringeniny-

TPP*, chalkonu naringeniny oraz 6-C-glukozydu naringeniny.

4.2.2.1 Naringenina-TPP*

Pierwsza z pochodnych naringeniny poddanych badaniom byla naringenina-TPP*. Z uwagi
na dodatni tadunek jonu TPP*, jest on akumulowany w mitochondriach. Dlatego
zaplanowano syntez¢ polegajaca na dodaniu jonu TPP* do naringeniny w pozycji 7.

Prawdopodobnie spowoduje to akumulacje naringeniny-TPP* w macierzy mitochondrialnej.
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Oczekuje si¢, ze modyfikacje w strukturze naringeniny, wzmocnig jej aktywacyjny charakter

wzgledem kanalu mitoBKca. Zwiazek ten nie jest dostepny komercyjnie.

42211 Zmiany aktywnos$ci kanalu mitoBKca pod wplywem naringeniny-TPP*

Podobnie, jak w przypadku naringeniny, badania rozpocz¢to od sprawdzenia
bezposredniego wpltywu tej pochodnej na aktywno$¢ mitoBKca. W  wyniku
przeprowadzonych pomiarow elektrofizjologicznych technikg patch-clamp, okazato sig, ze
naringenina-TPP* nie aktywuje kanatu, a wrecz przeciwnie, hamuje przeplyw potasu przez
ten kanal. Zaobserwowano obnizenie prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu z 68,7 % + 1,5 %
w kontroli do 31,3 % =+ 3,2 % po podaniu 3 uM naringeniny-TPP*, a w przypadku 10 uM
stezenia tej pochodnej obserwowano obnizenie Po do 1,3 % =+ 0,6 %. Po odplukaniu P,
wzrosto do 60,7 % =+ 2,5 %. Reprezentacyjne fragmenty nagran wraz z analizg

prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu dla napigcia +40 mV przedstawiono na Rycinie 26.

(a) +40 mV (b) +40 MV
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Rycina 26 Wplhyw naringeniny-TPP* na aktywnosé kanatu mitoBKca. (a) Przykiadowe zapisy aktywnosci
kanatu w warunkach kontrolnych, po podaniu 3 uM naringeniny-TPP*, 10 uM naringeniny-TPP* oraz
odplukaniu do warunkéw kontrolnych. Przedstawione dane zarejestrowane zostaly przy napieciu +40 mV
W symetrycznym uktadzie stezerr 150/150 mM KCI w obecnosci 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan

2

zamkniety kanalu; ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstwa otwaré¢ kanatu
mitoBKca (Po) dla poszczegdlnych etapow eksperymentu. Poziomy istotnosci statystycznej wyznaczono testem

t-Studenta dlan = 3 (p < 0,001 (***)).
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4.2.2.1.2 Regulacja potencjalu blonowego mitochondriow przez naringenine-
TPP*

Pomimo efektu hamujacego kanat mitoBKca, postanowiono okresli¢ wptyw naringeniny-
TPP™ na potencjal wewngtrznej btony mitochondrialnej. Do$wiadczenia przeprowadzono
wykorzystujgc  barwnik JC-10, za$§ pomiary wykonano wykorzystujac cytometr
przeptywowy. Dokonano identyfikacji dwoch populacji komorek: z wysokim i niskim
potencjatem wewngtrznej btony mitochondrialnej. Wykazano, ze 10 uM naringenina-TPP™,
w odniesieniu do kontroli, zwigksza potencjal btony mitochondriow — obserwowano
hiperpolaryzacj¢. Wynik ten przedstawiono na Rycinie 27 w poroéwnaniu z pomiarami
wykonanymi w obecnosci FCCP — rozprzegacza mitochondriow. W przypadku 1,51 3 uM

FCCP obserwowano depolaryzacje wewnetrznej blony mitochondrialne;.
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Rycina 27 Wphw naringeniny-TPP* na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej. (&) Wykres
przedstawia zmiang potencjalu blony mitochondrialnej w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci 10 uM
naringeniny-TPP* i FCCP (1,5 oraz 3 uM). Poziomy istotnosci statystycznej wyznaczono stosujgc test
t-Studenta dla n = 3 (p < 0,01 (**), p < 0,0001 (****)). (b) Przykiadowe wykresy punktowe, uzyskane
Z cytometru przeptywowego W warunkach kontrolnych oraz po dodaniu 10 xM naringeniny-TPP* i 3 uM FCCP
(rozowe punkty oznaczajq komorki zawierajgce mitochondria o wysokim potencjale blony wewnetrznej;
fioletowe — o niskim).
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4.2.2.1.3 Ocena cytotoksycznosci naringeniny-TPP*

Toksyczno$¢ naringeniny-TPP* badano wykorzystujac test apoptozy i nekrozy. W wyniku
pomiaru luminescencji okazato si¢, ze pomimo hamujacego efektu na mitoBKc,,
naringenina-TPP* nie indukuje apoptozy. Sygnal luminescencji byt ponadto nizszy niz
w przypadku kontroli, co ilustruje Rycina 28. Co wigcej, w wyniku godzinnej inkubacji
komorek z tg pochodng przed dodaniem czynnika uszkadzajacego, okazato si¢, ze 10 uM
naringenina-TPP™* ochrania komorki $rodbtonka przed apoptoza wywotang przez TNF/CHX
(1 ng/ml TNF-a z 0,05 pg/ml cykloheksymidem).
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Rycina 28 Wykres przedstawia zmiang luminescencji w czasie w EA.hy926 pod wplywem 10 uM naringeniny-
TPP™, w odniesieniu do kontroli i czynnika uszkadzajgcego (TNF/CHX). Zobrazowano rowniez wlasciwosci
protekcyjne substancji - inkubacja 10 M naringeniny-TPP* z komdrkami przez 1 h przed dodaniem TNF/CHX.

Istotnos¢ statystyczng wzgledem kontroli i pomiedzy prébami okreslono analizq dwuczynnikowg wariancji
ANOVA z testem Tukey’a dlan=3 (p < 0,05 (*); p < 0,001 (***); p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

Tag samg metoda, dokonujgc pomiarow fluorescencji, okre$lono udzial naringeniny-TPP*
w indukcji nekrozy. Dowiedziono, ze 10 uM naringenina-TPP*, nie wykazuje wlasciwosci
indukujacych $mieré nekrotyczng do 13 godzin od momentu rozpoczgcia pomiarow,
w porownaniu do nietraktowanej kontroli. Nie wykazano roznic istotnych statystycznie.
Ponadto na Rycinie 29, przedstawiono dodatkowy pomiar fluorescencji (nekrozy),

wykonany po 24 godzinach. Rowniez w tym przypadku obserwowano wlasciwos$ci
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ochronne naringeniny-TPP*. Godzinna inkubacja 10 uM naringeniny-TPP* z komoérkami
EA.hy926 przed podaniem czynnika uszkadzajacego (TNF/CHX) powodowata obnizenie
sygnatu $wiadczacego o nekrozie, wzgledem uszkodzenia. Co wigcej, wynik dla same;j

naringeniny-TPP* okazat si¢ by¢ zblizony do proby kontrolne;j.
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Rycina 29 Wphw 10 uM naringeniny-TPP* na indukcje nekrozy w komérkach srodbtonka naczyniowego po
24 godzinach. Na wykresie przedstawiono ponadto dane dla kontroli i po podaniu czynnika uszkadzajgcego.
Pierwszy stupek od prawej wskazuje na obnizenie sygnatu w obecnosci 10 uM naringeniny-TPP™ i czynnika
uszkadzajgcego TNFICHX. Poziom istotnosci statystycznej (wzgledem kontroli) okreslono w przedziatach:
p < 0,05 (*); p < 0,001 (***); p <0,0001 (****); p > 0,5 (ns) (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA
Z testem Tukey’a), n = 3.

4.2.2.1.4 Wplyw naringeniny-TPP* na migracje komérek

W kolejnym etapie zbadano wptyw naringeniny-TPP* na migracje komoérek EA.hy926
W tescie zarastania rysy. Wykazano, ze zarowno 3 uM i 10 uM naringenina-TPP* (inhibitor
kanalu mitoBKca) powoduje wolniejszg migracje komorek w odniesieniu do nietraktowanej
kontroli. Jednak pochodna naringeniny w stezeniu 3 pM hamowata migracje nieco bardziej
niz w stezeniu 10 pM. Zalezno$¢ stezeniowa jest zatem odwrdcona. Z otrzymanymi
rezultatami mozna si¢ zapozna¢ na Rycinie 30. W wyniku okre$lenia poziomow istotnosci
statystycznej, bezposrednio poréwnujac dang probe do kontroli, w tescie t-Studenta,
potwierdzono rezultaty jako istotne statystycznie, odpowiednio p < 0,01 dla 3 uM
naringeniny-TPP* i p < 0,05 dla stezenia 10 pM.
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Rycina 30 Wplyw naringeniny-TPP* na migracje (zarastanie rysy) komérek srédblonka naczyniowego
EA.hy926 w odniesieniu do komorek nietraktowanych. Na wykresie przedstawiono % szerokosci zarastania
rysy w czasie 48 h w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci 3 uM i 10 uM naringeniny-TPP*. Poziomy
istotnosci statystycznej wzgledem kontroli wyznaczono analizq jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem
Tukey’a, n = 3 dla kazdej z prob (p < 0,05 (*); p < 0,01 (*%)).

W celu zobrazowania powyzszych wynikow przygotowano zestaw zdjec¢ zaprezentowany
na Rycinie 31. Naringenina-TPP* w stezeniu 3 uM spowalniala migracje komorek

W odniesieniu do komorek kontrolnych.

3 uM Naringenina-TPP’

Rycina 31 Zdjecia mikroskopowe przedstawiajgce migracje komorek EA.hy926 w kontroli oraz pod wplywem
3 uM naringeniny-TPP*. Zdjecia wykonano w puntach czasowych: 0, 6, 12, 24 i 48 h. Wszystkie zdjecia
wykonano w jednakowej skali odpowiadajqcej diugosci 500 um, oznaczonej w prawym dolnym rogu.
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4.2.2.2 Chalkon naringeniny

Kolejng pochodng naringeniny wytypowang do badan byl chalkon naringeniny
((E)-3-(4-hydroksyfenylo)-1-(2,4,6-trinydroksyfenylo)prop-2-en-1-on). Dotychczas nie

opublikowano prac okreslajacych wplyw tej substancji na aktywnos$¢ kanatoéw potasowych.

4.2.2.21 Ocena aktywnosci kanalu mitoBKcaw obecnosci chalkonu

Oceng bezposredniego wptywu chalkonu naringeniny na kanat mitoBKca wykonano
technika patch-clamp. Po wyizolowaniu mitochondriéw 1 przygotowaniu mitoplastow
przystgpiono do prob uzyskania aktywnosci kanatu mitoBKca W pipecie pomiarowe;j.
Podobnie jak wczesniej, obecnos¢ tego kanatu potwierdzano na podstawie wlasciwosci
biofizycznych: przewodnictwa i prawdopodobienistwa otwar¢ kanatu. Kolejno,
bezposrednio na biatko kanalowe podawano chalkon naringeniny w strumieniu roztworu,
wyplywajacego z szklanej kapilary. Rownoczes$nie rejestrowano zmiany aktywnosci kanatu.
Otrzymane dane, z trzech niezaleznych doswiadczen, poddano analizie i przygotowano
Rycing 32. W czesci (a) Ryciny 32 przedstawiono przykladowe fragmenty rejestracji
nagrane przy napieciu -40 mV, a w czgséci (b) analiz¢ prawdopodobienstwa otwar¢ dla

danych etapow doswiadczenia przy napigciach +40 mV i -40 mV.

Po podaniu 10 uM chalkonu naringeniny, prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu obnizylto si¢
2 26,1 %+ 4,3 % do 14,0 % + 9,7 % przy napigciu -40 mV oraz z 63,2 % + 3,9 % do 46,7
% + 18,2 % przy +40 mV. Po odptukaniu chalkonu naringeniny, aktywno$¢ kanatu przy
napigciu +40 mV powroécita do takiej jak w kontroli (66,7 % + 6,6 %), za$ przy -40 mV
pozostata na poziomie 12,5 % + 1,5 %. Dopiero podanie 30 uM stg¢zenia tej pochodnej
zwigkszylo prawdopodobienstwo otwar¢ przy -40 mV do 32,4 % + 2,5 %, natomiast przy
+40 mV pozostato na poziomie 65,4 % =+ 8,3 %. Podsumowujac, obserwowane zmiany
aktywnosci kanalu w powyzszych warunkach nie $wiadcza, ze chalkon naringeniny jest

aktywatorem kanatu mitoBKca.
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Rycina 32 Wplyw chalkonu naringeniny na aktywnosé¢ kanatu mitoBKca. (8) Przykladowe rejestracje
w warunkach kontrolnych oraz po podaniu 70 uM chalkonu naringeniny jego odptukaniu, a nastgpnie podaniu
30 uM chalkonu naringeniny i 1 uM paksyliny. Rejestracji dokonano przy napigciu -40 mV w symetrycznym

i

uktadzie roztworu 150/150 mM KCI, w obecnosci 100 uM Ca?*, pH =7,2. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu;
, 0" oznacza stan otwarty kanatu (b) Analiza prawdopodobieristwa otwaré kanatu mitoBKca (Po) przy
napieciach -40 mV i +40 mV. Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli okreslono metodq analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a, n = 3 (p < 0,05 (*); p <0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

4.2.2.3 Pochodna cukrowa naringeniny

Szeroka grupe flawonoidow stanowig tzw. pochodne cukrowe. Jedng z badanych
pochodnych naringeniny, nalezaca do tej grupy byt 6-C-glukozyd naringeniny, ktorej wptyw
na kanat mitoBKca, podobnie jak chalkonu naringeniny czy naringeniny-TPP*, nie zostat

dotychczas poznany.
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4.3.2.3.1 Wplyw 6-C-glukozydu naringeniny na aktywnos¢ kanalu mitoBKca

Wykorzystujgc technik¢ patch-clamp okreslono wptyw 6-C-glukozydu naringeniny na
aktywno$¢ mitoBKca.

Na Rycinie 33 w czesci (a) przedstawiono przyktadowe rejestracje aktywno$ci kanatu
w warunkach kontrolnych, 100 nM 6-C glukozydu naringeniny, odptukania (100 uM Ca?*)
oraz 1 puM paksyliny przy -40 mV. W czgsci (b) natomiast, przedstawiono analize

prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu przy napigciach +40 mV i -40 mV zgodnie z powyzsza

sekwencja.
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Rycina 33 Aktywnosé kanatu mitoBKca pod wplywem 6-C-glukozydu naringeniny. (a) Rejestracje aktywnosci
kanatu mitoBKcaw warunkach kontrolnych oraz po podaniu 100 nM 6-C-glukozydu naringeniny, odptukania
i I uM paksyliny. Pomiaréw dokonano przy napigciu -40 mV W ukladzie symetrycznym stezern 150/150 mM
KCI, w obecnosci 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,-” oznacza stan zamkniety kanatu, ,,0” oznacza stan otwarty
kanatu (b) Analiza prawdopodobieristwa otwaré kanatu mitoBKca (Po) dla poszczegdlnych etapow pomiaréw
prowadzonych przy napigciach +40 mV i -40 mV. Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli
okreslono za pomocq analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,01 (**);
p < 0,001 (***))

Przy napigciu ujemnym zaobserwowano spadek prawdopodobienstwa otwaré kanatu po
podaniu 100 nM stezenia pochodnej cukrowej z 19,4 % + 1,1 % do 5,3 % + 2,7 %,
odptukanie obnizyto aktywnos$¢ do 2,8 % + 0,7 %, natomiast 1 uM paksylina catkowicie
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zahamowata kanat. Przy +40 mV, podobnie, zaobserwowano zmniejszenie P, tym razem
262,2 % + 1,2 % do 23 % + 10,5 %, odptukanie nie zmienito tego stanu, z kolei 1 uM
paksylina ponownie catkowicie dezaktywowata kanat. W tych doswiadczeniach rowniez
zaobserwowano wyjsciowe wyzsze wartosci prawdopodobienstwa otwar¢ dla prob
kontrolnych, jednakze kanat wykazywal wszelkie wlasciwosci mitoBKca wraz
z wrazliwos$cig na klasyczny inhibitor — paksyling. Podobnie jak w przypadku chalkonu

naringeniny, zrezygnowano z dalszych badan z udziatem 6-C-glukozydu naringeniny.

Poszukiwania aktywatoréw kanalu mitoBKca z grupy pochodnych naringeniny nie
przyniosly oczekiwanych wynikow. Zadna z badanych substancji nie okazala si¢ byé
aktywatorem mitoBKca. Wbrew weczesniejszym zalozeniom sugerujacym zwigkszenie
efektu aktywacyjnego naringeniny wzgledem kanatu, okazato si¢, ze badane pochodne

naringeniny wplywaja na mitoBKca raczej hamujaco.

4.2.3 Luteolina

Kolejno podjeto probe okreslenia wpltywu flawonoidow  okreslanych  jako
kardioprotekcyjne. Jednym z nich, wybranych na podstawie dostepnej literatury, byta
luteolina. Flawon ten miedzy innymi obniza stres oksydacyjny i ochrania tkanki serca przed

niekorzystnym dziataniem niedotleniania.

4.2.3.1 Regulacja aktywnosci mitoBKca przez luteoling w warunkach kontrolnych

i w obecnosci DTT

W pierwszym etapie badan, stosujac technike patch-clamp okreslono wptyw luteoliny na
aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego o duzej przewodnosci regulowanego
jonami wapnia (mitoBKca). Doswiadczenia wykonano w symetrycznym uktadzie stgzen
150/150 mM KCI, w obecnoéci 100 uM Ca?*, pH = 7,2. Po podaniu 10 uM luteoliny nie
zaobserwowano istotnych zmian aktywnosci kanatu mitoBKca przy napieciu +40 mV oraz -
40 mV. Przykladowe fragmenty nagran w warunkach kontrolnych i po podaniu 10 pM

luteoliny przedstawiono na Rycinie 34.
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Rycina 34 Efekt luteoliny na aktywnosé¢ kanatu mitoBKca obecnego w wewnetrznej blonie mitochondrialnej
komarek Srédblonka naczyniowego. Na rycinie przedstawiono aktywnosé kanatu mitoBKca W warunkach
kontrolnych oraz po podaniu 10 uM luteoliny. Przedstawione zapisy otrzymane zostaty przy napieciu +40 mV
oraz -40 mV W symetrycznym uktadzie stezer 150/150 mM KCI, w obecnosci 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-”
oznacza stan zamkniety kanatu; ,,0”" oznacza stan otwarty kanatu.

Z uwagi na brak wptywu luteoliny (LUT) na aktywnos$¢ kanatu mitoBKca w warunkach
opisanych powyzej, postanowiono zmieni¢ $rodowisko doswiadczen. Warunki panujace
w mitochondriach ze wzgledu na obecno$¢ m.in. RFT s3 nieraz bardziej zredukowane,
czasem za$ nieco bardziej utlenione, mimo iz wiele mechanizméw jest zaangazowanych
W to, aby w macierzy mitochondrialnej panowata stabilna rownowaga procesow redoks.
Dodatkowo, z uwagi na zastosowanie luteoliny w leczeniu chordb zwigzanych
z uszkodzeniami oksydacyjnymi postawiono pytanie czy zmiana warunkow redoks
srodowiska pomiarowego moze wptywac¢ na aktywno$¢ kanatu mitoBKca Oraz wtasciwosci
aktywacyjne luteoliny? W tym celu wykonano seri¢ do$wiadczen, wykorzystujac DTT
(ditiotreitol). DTT jest zwigzkiem, ktory wykorzystywany jest do ochrony grupy tiolowych
przed utlenieniem badz redukcja mostkow dwusiarczkowych [151], np. pomigdzy atomami
siarki reszt cysteinowych, wystepujacych w sekwencji aminokwasowej domen budujacych
por kanatu [152]. Wynik do$wiadczen wykonanych w obecnosci DTT przedstawiono na

Rycinie 35.
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Rycina 35 Regulacja aktywnosci kanatu mitoBKca przez luteoline w warunkach zredukowanych. (a)
Przyktadowe zapisy aktywnosci kanatu w warunkach kontrolnych, nastepnie w warunkach zredukowanych 0,5
mM DTT, w warunkach zredukowanych 0,5 mM DTT w obecnosci 10 uM luteoliny, po odplukaniu do
warunkow kontrolnych, po podaniu 10 uM luteoliny bez DTT, po ponownym odptukaniu i pod wplywem 1 uM
paksyliny. Pomiary wykonano przy napigciach +40 mV i -40mV W symetrycznym uktadzie stgzen 150/150 mM
KCI, w obecnosci 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu, ,,0” oznacza stan otwarty
kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstwa otwaré kanatu (Po) dla poszczegdlnych etapow doswiadczen z czesci
(a) wraz z okresleniem pozioméw istotnosci statystycznej (jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem
Tukey’a), n =4 (p < 0,05 (*); p<0,01 (**); p <0,001 (***); p > 0,05 (ns)).

Analiza danych tego do$wiadczenia wskazuje, ze przy napigciu -40 mV P, po dodaniu 0,5
mM DTT spadto z 11,6 % + 3,8 % do 1,5 % + 0,4 %. Nast¢pnie 10 uM luteolina wraz z DTT
spowodowata wzrost aktywno$ci kanatu do 82 % + 14 %, a po odplukaniu
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatlu mitoBKca spadto do 2,5 % + 0,2 %. 10 uM luteolina
podana na tle roztworu kontrolnego bez DTT zwigkszyta Podo 13,7 % + 1,7 %, ktore kolejno
po odptukaniu spadto ponownie do 2,8 % + 0,5 %. W koncowym etapie dosSwiadczenia

podanie 1 uM paksyliny spowodowato catkowite zamkniecie kanatu mitoBKca.

Nieco inaczej regulacja mitoBKca wygladata przy dodatnim napigciu (+40 mV). W kontroli
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu wynosito $rednio 30,8 % + 8,3 %, a po podaniu 0,5 mM
DTT spadto do 4,9 % =+ 5,3 %, za$ po podaniu DTT wraz z 10 pM luteoling wzrosto do 21
% =+ 10,2 %. Nastepnie w wyniku odptukania do warunkéw kontrolnych, P, wzrosto do 27
% + 5,3 %, a podanie 10 uM luteoliny bez DTT powodowato wzrost P, kanatu mitoBKca do
wartosci 36,5 % + 11,1 %. Kolejne odptukanie prowadzito do obnizenia aktywnosci kanatu

do 11,2 % + 0,2 %, a 1 uM paksylina blokowata aktywno$¢ kanatu.

Podsumowujgc, 10 uM luteolina nie zmienia aktywno$ci kanatu mitoBKca W warunkach
kontrolnych. Natomiast w warunkach zredukowanych DTT, aktywuje go zarowno przy
dodatnich, jak i ujemnych napigciach, jednakze przy -40 mV wyniki nie wykazaly istotnosci

statystycznej.

4.2.3.2 Wplyw luteoliny na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej

Zbadano rowniez wpltyw luteoliny na potencjal wewngtrznej btony mitochondrialnej
wykorzystujac barwnik fluorescencyjny JC-10. Doswiadczenie umozliwia oceng ilosci

komorek zwierajgcych mitochondria o wysokim i niskim potencjale, wykorzystujgc metode
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cytometrii przeptywowej. Na godzing przed przystapieniem do oznaczenia, do naczyn
hodowlanych dodano odpowiednie objetosci luteoliny, odpowiadajace jej koncowym

stezeniom 3 uM i 10 uM. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 36.

a L .
( ) 120- wysoki potencjal El niski potencjat (b)
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Rycina 36 Wphw luteoliny na potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej komoérek Srédblonka
naczyniowego. (a) Zmiana potencjatu btony mitochondrialnej pod wptywem luteoliny w stezeniu 3 i 10 uM
w odniesieniu do kontroli nietraktowanej i danych otrzymanych w obecnosci 1,5 i 3 uM FCCP. Poziomy
istotnosci statystycznej, W odniesieniu do kontroli, wyznaczono stosujgc test ¢t-Studenta dla n = 3 (p < 0,0001
(****)). (b) Przykiadowe wykresy punktowe z cytometru przeptywowego dla kontroli, 10 uM luteoliny i 3 uM
FCCP (rozowe punkty oznaczajq komorki zawierajgce mitochondria o wysokim potencjale blony wewnetrznej,
fioletowe — 0 niskim).

W wyniku przeprowadzonego doswiadczenia, stwierdzono, ze luteolina nie wptywa na
potencjal mitochondriow. Jej efekt okreslono jako neutralny, gdyz nie zaobserwowano
istotnych réznic wzglgdem nietraktowanej kontroli. Wyniki poréwnano do tych
otrzymanych w obecnosci roznych stgzen FCCP, klasycznego rozprzegacza mitochondriow.

FCCP w stezeniu 3 uM niemal catkowicie depolaryzuje mitochondria.
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4.2.3.3 Cytotoksycznosé luteoliny

Nastepnie okre$lono poziom toksycznosci luteoliny wzgledem komorek EA.hy926 za
pomoca testu do wykrywania apoptozy oraz nekrozy. Wyniki dla apoptozy przedstawiono
na Rycinie 37.

Wykazano, ze luteolina w stezeniach 3 i 10 uM nie indukuje apoptozy w porownaniu do
komorek uszkadzanych TNF/CHX (1 ng/ml/0,05 pg/ml). Analiza danych wskazuje, ze
otrzymane roznice nie sg istotne statystycznie. Wyniki byty podobne do tych uzyskanych
w nietraktowanej kontroli. Podobnie w przypadku nekrozy — luteolina w badanych
stezeniach nie indukowala procesow nekrotycznych. Rowniez nie zaobserwowano réznic

istotnych statystycznie.
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Rycina 37 Wplyw luteoliny na apoptoze komorek EA.hy926. Przedstawiono wyniki doswiadczen w warunkach
kontrolnych, po dodaniu 3 i 10 uM luteoliny oraz w obecnosci tego flawonoidu na indukcje Smierci
apoptotycznej (sygnaf luminescencji) w odniesieniu do nietraktowanej kontroli oraz induktora apoptozy
W komorkach srodbtonka — TNF/CHX. Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli, ustalono z uzyciem
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a dla n = 3 (p < 0,0001 (****); p >0,05 (ns)).

4.2.3.4 Ocena wlasciwosci protekcyjnych luteoliny

W trakcie przeprowadzania testow apoptozy i nekrozy, postanowiono jednocze$nie

sprawdzi¢ czy luteolina moze ochrania¢ komorki s$rodbtonka naczyniowego przed
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uszkodzeniem bedagcym kombinacjg TNF-a z cykloheksymidem (TNF/CHX). W tym celu,
na godzing przed dodaniem czynnika uszkadzajacego do komorek, poddano je inkubacji
Z luteoling w stezeniach 3 i 10 uM. Rezultaty dotyczace ochrony przed indukcja apoptozy

przedstawiono na Rycinie 38.
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Rycina 38 Efekt ochronny luteoliny przed uszkodzeniem komoérek srédblonka przez TNF/CHX. Wykres
przedstawia zmiang luminescencji w czasie (indukcja apoptozy) w warunkach kontrolnych oraz w komérkach
inkubowanych z 3110 uM luteoling na godzine przed dodaniem TNF/CHX, a takze w komdrkach uszkadzanych
TNF/CHX. Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem uszkodzenia ustalono z uzyciem dwuczynnikowej analizy
wariancji ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,01 (**); p <0,0001 (****); p >0,05 (ns)).

Po przeprowadzeniu do$wiadczen ustalono, ze 3 uM luteolina nie ochrania komorek
srodblonka przed uszkodzeniem wywotanym przez TNF/CHX, w przeciwienstwie do
sytuacji kiedy komorki byty traktowane 10 uM luteoling. W tym przypadku zaobserwowano
istotng statystycznie protekcje. Po 8 godzinach prowadzenia doswiadczen, sygnatl apoptozy

byt nizszy 0 ponad 20 %.

Dodatkowo okreslono potencjalne wiasciwosci ochronne luteoliny przed S$miercia
nekrotyczng komorek, mierzac sygnaty fluorescencji po 24 godzinach od chwili rozpoczecia
oznaczen. Krytyczng probg do oceny wihasciwosci cytoprotekcyjnych flawonoidu, byta ta,
do ktorej po godzinie inkubacji z luteoling, dodano TNF/CHX. Wyniki zaprezentowano na
Rycinie 39.
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Rycina 39 Wptyw luteoliny na indukcje nekrozy w komorkach srodbtonka naczyniowego po 24 h. Na wykresie
przedstawiono wyniki otrzymane w warunkach kontrolnych, 3 i 10 uM luteoliny, czynnika uszkadzajgcego
TNF/CHX (I ng/mi/0,05 nug/ml) oraz w obecnosci kombinacji 3 i 10 uM luteoliny z TNF/CHX. Poziom
istotnosci statystycznej wzgledem kontroli okreslono jednoczynnikowq analizq wariancji ANOVA z testem
Tukey’a dlan =3 (p < 0,0001 (****); P > 0,05 (ns)).

Dowiedziono, ze luteolina w obu badanych stezeniach nie indukuje nekrozy nawet po 24
godzinach. Ponadto nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w protekcji przed
procesami martwicy, analizujac proby, w ktorych godzing przed dodaniem TNF/CHX
podano luteoling. Luteolina nie ochrania komorek EA.hy926 przed nekrozg wywotang przez
czynnik TNF/CHX.

4.2.3.5 Udzial luteoliny w migracji komorek

Po przeprowadzeniu pomiarow elektrofizjologicznych oraz testow toksyczno$ci, poddano
ocenie wpltyw luteoliny na migracje komoérek s$rodbtonka. Po  wykonaniu rysy
w studzienkach ptytek hodowlanych, dodawano luteoling w objetosciach odpowiadajacych
stezeniom 3 uM, 10 pM i 30 pM. Analiza otrzymanych wynikéw wykazata, ze 3 pM
luteolina przyspiesza migracj¢ komorek EA.hy926 w odniesieniu do kontroli. Wynik ten byt
istotny statystycznie na poziomie p > 0,05). W przypadku komorek traktowanych 10 uM
luteoling nie obserwowano zmian migracji komorek w odniesieniu do kontroli. Z kolei

podanie 30 uM luteoliny op6znia migracj¢ komoérek EA.hy926, jednak wynik jest nieistotny
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statystycznie. Rezultaty przedstawiono na Rycinie 40, za$ Rycina 41 zawiera pogladowe

zdjecia $wiadczace o réznicach w migracji pomiedzy 3 pM luteoling, a proba kontrolna.

100

80+
>, 4
72
E- 4
W 604
N i
o
X
e 4
@ 40-
N .
w
° &~ kontrola
X »

20 * 3 puM Luteolina

. ns - 10 uM Luteolina
* @ 30 pM Luteolina
T P PP PP PP
] L] | U ] 1 ] 1
0 6 12 24 48

czas [h]

Rycina 40 Wphw luteoliny na migracje komérek EA.hy926. Na wykresie przedstawiono procentowq szerokosé
rysy obserwowang w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu luteoliny w stezeniach 3 uM, 10 uM i 30 uM.
Doswiadczenia prowadzono w czasie 48 godzin. Poziomy istotnosci statystycznej okreslono z uzyciem analizy
dwuczynnikowej ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,05 (*); p > 0,05 (ns)).

48h

3 UM Luteolina
Rycina 41 Poglgdowe fotografie przedstawiajqce zarastanie rysy w kontroli i probie traktowanej 3 uM

luteoling. Zdjecia wykonano w punktach czasowych: 0, 6, 12, 24 i 48 h. Biala linia w prawym dolnym rogu
odpowiada dtugosci 500 um. Wszystkie zdjecia wykonano w jednakowej skali.
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4.2.4 Cyjanidyna

Flawonoidem o wtasciwosciach kardioprotekcyjnych, z grupy antocyjanow, wybranym do
badan, na podstawie dostepnej literatury, byta cyjanidyna. Postanowiono okresli¢ jej wplyw,
w postaci aglikonu, na mitochondrialny kanat BKca oraz ewentualne konsekwencje

funkcjonalne modulacji aktywnosci kanatu.

4.2.4.1 Zmiany aktywnosci kanalu mitoBKca w warunkach kontrolnych

i zredukowanych

Pierwszym etapem badan bylo okreslenie wpltywu cyjanidyny na aktywno$¢ kanatu
mitoBKca wykorzystujac technike patch-clamp. Do doswiadczen elektrofizjologicznych

wybrano dwa jej stezenia: 3 uM i 10 uM. Doswiadczenia wykonano przy napigciu +40 mV.

Wykazano, ze 3 uM cyjanidyna obniza prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu z 27,1 % + 9,3
% do 7,3 % + 1,7 %. Po odptukaniu do warunkéw kontrolnych, Po wzrosto do 17,7 % + 7,8
%. W dalszej czesci doswiadczenia, obecno$¢ 10 uM cyjanidyny najpierw powodowata
aktywacje kanatu, P, wzrosto do 32,3 % + 8,6 %, a po chwili obserwowano zahamowanie
aktywnosci do wartosci Po na poziomie 4,6 % + 2,6 %. Rol¢ cyjanidyny zatem okre$lono
jako niejednoznaczng z przewaga wiasciwosci hamujacych aktywnos¢ kanatu mitoBKca.
Przyktadowe zapisy uzyskane podczas rejestracji przedstawiono w czesci (a) Ryciny 42.
Z kolei w panelu (b) zaprezentowano analiz¢ prawdopodobienstw otwar¢ kanalu dla

poszczegbdlnych etapow doswiadczenia.
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Rycina 42 Aktywnos¢ kanatu mitoBKca w obecnosci cyjanidyny. (a) Reprezentacyjne fragmenty zapiséw
aktywnosci kanatu dla kontroli oraz po podaniu 3 uM cyjanidyny, odptukaniu i pod wptywem 10 uM cyjanidyny
przy +40 mV w uktadzie symetrycznego roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan
Zamkniety kanatu; ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. () Analiza prawdopodobienstwa otwaré kanatu (Po) dla
poszczegolnych etapow doswiadczenia. Jednoczynnikowa analiza wariancji ANOVA z testem Tukey’a

postuzyla do wyznaczenia poziomow istotnosci statystycznej wzgledem kontroli dlan =3 (p < 0,05 (*); p >
0,05 (ns)).

Podobnie jak w przypadku luteoliny, rowniez dla cyjanidyny, gdzie efekt w warunkach
kontrolnych byt niejednoznaczny, postanowiono zredukowaé srodowisko dodajac 0,5 mM
DTT. By¢ moze cyjanidyna w réznym stopniu wplywa na aktywnos$¢ kanatu mitoBKc,,
w zalezno$ci od zmiennych warunkow redoks. Rezultaty tego do§wiadczenia przedstawiono

na Rycinie 43.
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Rycina 43 Regqulacja aktywnosci mitoBKca przez cyjanidyne w warunkach zredukowanych. (a) Przyktadowe
zapisy otwar¢ kanatu w warunkach kontrolnych; 0,5 mM DTT; 0,5 mM DTT wraz z 10 uM cyjanidyng, 10 uM
cyjanidyny oraz odptukania. Dane zostaly zarejestrowane przy napieciu -40 mV, W ukfadzie symetrycznym
roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu; ,,0” oznacza stan
otwarty kanatu (b) Analiza prawdopodobierstwa otwaré mitoBKca (Po) dla powyzszych etapow doswiadczenia.
Poziomy istotnosci statystycznej wyznaczono za pomocq analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem
Tukey’a dlan =3 ((p < 0,05 (*); p > 0,05 (ns)).

W wyniku dodania 0,5 mM DTT, odnotowano spadek prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
2 10,2 % + 3,1 % w kontroli do 0,7 % =+ 0,2 %. Kolejno, podanie roztworu z 0,5 mM DTT
wraz z cyjanidyng (10 uM) spowodowat wzrost Po do 36 % = 13 %, a podana nastepnie 10
UM cyjanidyna w roztworze kontrolnym, zwigkszyta aktywno$¢ kanatu do 43,9 % + 12,2 %.
W wyniku odptukania, aktywno$¢ kanatu mitoBKca spadta do 16,1 % + 11,5 %. Otrzymane
wyniki wskazuja, ze cyjanidyna aktywuje kanal mitoBKca W warunkach zredukowanych.

4.2.4.2 Udzial cyjanidyny w zmianach potencjalu blony mitochondrialnej

Kolejno zbadano wptyw cyjanidyny na zmiany potencjatu mitochondriow. Metoda
cytometrii przeptywowej z uzyciem JC-10 wyznakowano komorki z wysokim i niskim

potencjatem wewng¢trznej blony mitochondrialnej w préobach poddanych dziataniu
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cyjanidyny i porownano do komorek nietraktowanych — kontroli. Rezultaty przedstawiono

na Rycinie 44.
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Rycina 44 Wplyw cyjanidyny na potencjal wewnetrznej bfony mitochondrialnej komdrek Sréodbtonka
naczyniowego. (a) Analiza zmiany potencjatu pod wptywem 3 i 10 uM cyjanidyny w odniesieniu do kontroli
i FCCP (1,5 oraz 3 uM). Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli wyznaczono Stosujgc analize
Jjednoczynnikowg ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)). (b) Przedstawiono
przyktadowe wykresy punktowe dla kontroli, 10 uM cyjanidyny i 3 uM FCCP (rézowe punkty oznaczajg
komorki zawierajgce mitochondria o wysokim potencjale blony wewnetrznej; fioletowe — 0 niskim).

Wykazano, ze cyjanidyna 3 i 10 uM cyjanidyna o 2-3 % zwigksza potencjal blonowy
mitochondriow w poréwnaniu z kontrolg, jednakze nieistotnie statystycznie. Niemalze

catkowitg depolaryzacj¢ zaobserwowano w probie traktowanej 3 uM FCCP.

4.2.4.3 Ocena toksycznosci cyjanidyny

Nastepnie okreslono wptyw cyjanidyny na przezywalno$§¢ komorek srodbtonka stosujac
testy apoptozy i1 nekrozy, a wynik odniesiono do komorek nietraktowanych i1 celowo
uszkadzanych przez 1 ng/ml/ 0,05 ng/ml TNF/CHX. Rezultaty dla oceny indukcji apoptozy

przedstawiono na Rycinie 45.
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Rycina 45 Ocena indukcji apoptozy komaorek srodbtonka linii EA.hy926 po podaniu cyjanidyny. Na wykresie
przedstawiono zmiane luminescencji w czasie pod wplywem 3 i 10 uM cyjanidyny w odniesieniu do
nietraktowanej kontroli oraz induktora apoptozy w komérkach srodblonka naczyniowego — TNF/CHX.
Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli ustalono z uzyciem dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z testem Tukey’a dla n = 3 (p < 0,0001 (****); p >0,05 (ns)).

Linie zaleznos$ci sygnatu luminescencji od czasu dla 3 1 10 uM cyjanidyny §wiadczg o nieco
wigkszej apoptozie komodrek EA.hy926 pod wplywem tego flawonoidu, jednakze

obserwowane roznice okazaty si¢ by¢ nieistotne statystycznie.

Pomiar fluorescencji mozliwy do zarejestrowania w momencie przerwania blony
komorkowej 1 zwigzania si¢ fluoroforu z btong jadrowa, $wiadczy o martwicy — $§mierci
nekrotycznej komorki. Cyjanidyna w obu badanych stezeniach (3 i 10 uM) nie przyczynita
si¢ indukcji nekrozy. Zarejestrowano sygnaty fluorescencji na podobnych poziomach, do

tych, wystepujacych w komorkach kontrolnych.
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4.2.4.4 Rola cyjanidyny w cytoprotekcji

Podczas badania toksycznosci cyjanidyny wzgledem komoérek EA.hy926, zdecydowano si¢
réowniez oceni¢ jej wlasciwosci protekcyjne. W tym celu do komoérek dodano cyjanidyng na

godzine przed podaniem czynnika uszkadzajacego TNF/CHX.

Wykazano, ze cyjanidyna (CYA) 3 i 10 uM nie ochrania przed indukcjg apoptozy przez
TNF/CHX. Wynik ten przedstawiono na Rycinie 46, gdzie linie dla cyjanidyny niemalze

pokrywaja si¢ z tg uzyskang z sygnatu luminescencji w warunkach uszkodzenia.

10097 = kontrola s«
<~ TNF/CHX

TNF/CHX + 3 yM CYA ns
=+ TNF/CHX + 10 uM CYA ns
801

60+ 7%

APOPTOZA
% RLU

401 ;

O T T T T

czas [h]

Rycina 46 Ocena wiasciwosci ochronnych cyjanidyny przed apoptozq komérek Srédbtonka naczyniowego.
Wykres przedstawia pomiary luminescencji w czasie dla kontroli, czynnika wywolujgcego apoptoze
(TNF/CHX) oraz préb wstepnie inkubowanych z 3 i 10 uM cyjanidyng na godzine przed dodaniem TNF/CHX.
Istotnosé statystyczng wzgledem uszkodzenia ustalono dwuczynnikowq analizq wariancji ANOVA z testem
Tukey’a dla n=3 (p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

Ponadto po 24 godzinach od dodania czynnika uszkadzajacego do komorek, zmierzono
sygnat fluorescencji pozwalajacy oceni¢ nekrozg. Okazalo sie, ze cyjanidyna w obu
badanych st¢zeniach nie ochrania przed nekroza, jak réwniez jej nie indukuje. Otrzymane

roznice sg nieistotne statystycznie. Uzyskane dane przedstawiono na Rycinie 47.
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Rycina 47 Wphyw cyjanidyny na indukcje nekrozy (pomiar fluorescencji w czasie) w komérkach linii EA.hy926
po 24 godzinach prowadzenia doswiadczen. Przedstawiono wyniki uzyskane dla kontroli, 3 i 10 uM cyjanidyny,
TNF/CHX oraz 3 i 10 uM cyjanidyny w obecnosci czynnika uszkadzajgcego (TNF/CHX). Poziom istotnosci
statystycznej wzgledem kontroli okreslono dwuczynnikowq analizq wariancji ANOVA z testem Tukey’a dla
n =3 (p <0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

4.2.4.5 Wplyw cyjanidyny na migracje komérek

W testach gojenia rany/zarastania rysy (ang. Wound Healing/Scratch Assay) okreslono

wplyw cyjanidyny na migracj¢ komorek EA.hy926.

Wykazano, Ze cyjanidyna nie wplyngta znaczaco na migracje tych komorek. Zmiany
szerokosci rysy dla stezen cyjanidyny réwnych 10 uM 1 30 uM, zbiegaty si¢ z tg dla proby
kontrolnej. Jedynie w przypadku 3 puM stgzenia tego antocyjanu, zaobserwowano
przyspieszenie migracji od ok. 18 godziny prowadzenia eksperymentu. Jednakze dla Zadnej
z prob, wyniki nie byly istotne statystycznie w odniesieniu do proby kontrolnej. Analize¢

danych przedstawiono na Rycinie 48.
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Rycina 48 Wptyw cyjanidyny na migracje komorek srodbtonka naczyniowego w tescie zarastania rysy. Zmiana
% szerokosci rysy w czasie 48 godzin dla komorek kontrolnych oraz pod wptywem 3, 10 i 30 uM cyjanidyny.
Analiza dwuczynnikowa wariancji ANOVA z testem Tukey’a, dla kazdego ze stezen cyjanidyny, wzgledem
kontroli, nie wykazata réznic istotnych statystycznie, n = 3 (p > 0,05 (ns)).

4.2.5 Kwercetyna

Innym flawonoidem o wtasciwosciach kardioprotekcyjnych, wyselekcjonowanym do badan
W niniejszej rozprawie byla kwercetyna. Po przeanalizowaniu dostepnej literatury
dotyczacej jej korzystnych wiasciwos$ci w odniesieniu do uktadu sercowo-naczyniowego,
dokonano oceny wptywu kwercetyny na aktywno$¢ kanalu mitoBKca 0becnego
w komorkach $rodbtonka naczyniowego. Dodatkowo wykonano szereg doswiadczen
pozwalajacych oceni¢ funkcjonalne konsekwencje regulacji kanatu mitoBKca przez

kwercetyne.

4.2.5.1 Efekt kwercetyny na aktywnos$¢ kanalu mitoBKca

Podobnie jak wczesniej, technike patch-clamp wykorzystano do analizy zmian aktywno$ci
kanalu mitoBKca pod wplywem kwercetyny. Technika ta wumozliwia badanie
bezposredniego wptywu substancji na zmiany aktywnos$ci pojedynczego biatka kanatowego.
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W pierwszej kolejnosci wykonano pomiary zmian aktywnos$ci kanatu mitoBKca w obecno$ci
roéznych stezen kwercetyny. W probie kontrolnej, oszacowane prawdopodobienstwo otwar¢
kanatu wynosito 9,0 % =+ 1,4 % przy napigciu -40 mV i 36,5 % + 2,9 % przy +40 mV.
Podanie 1 uM kwercetyny spowodowato wzrost P, kanatu odpowiednio do 22,6 % + 1,5 %
I 47,5 % + 12,5 %. Nastgpnie obecno$¢ 3 i 10 uM kwercetyny spowodowato wzrost
prawdopodobienstwa otwar¢ do 56,6 % + 17,3 %1 71,8 % + 5,3 %, oraz do 84,0 % + 3,2 %
1 89,3 % = 2,0 % przy napieciu -40 mV i +40 mV odpowiednio. W przypadku dodania 30
uM kwercetyny obserwowano wzrost prawdopodobienstwa otwar¢ przy napigciu ujemnym
do 83,8 % + 7,6 %, za$ przy +40 mV odnotowano minimalny spadek wartosci Po do 83,5 %
+ 5,4 %. Przykladowe rejestracje aktywnosci kanatu pod wpltywem kwercetyny wraz
Z analiza prawdopodobienstwa otwar¢ przedstawiono na Rycinie 49.
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Rycina 49 Regulacja aktywnosci kanatu mitoBKca przez kwercetyne. (a) Przedstawiono zapisy aktywnosci
kanatu w warunkach kontrolnych oraz w obecnosci 1, 3, 10 i 30 uM kwercetyny. Dane uzyskano przy napieciu
-40 mV w symetrycznym uktadzie roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan
zamknigty kanatu; ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstwa otwaré¢ Kanatu
mitoBKca (Po) dla kolejnych etapéw doswiadczen przedstawionych w panelu (a) przy napigciach -40 mV i +40
mV. Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli Ustalono analizq jednoczynnikowg wariancji ANOVA
z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,05 (*); p <0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).
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Dodatkowo, wykonano do§wiadczenie, na podstawie ktérego mozna ocenié sposob wigzania
substancji do biatka kanatowego. Wykazano, ze odptukanie kwercetyny, nie przywraca
aktywnosci kanatu mitoBKca do warto$ci Po obserwowanej w warunkach kontrolnych. Taka
obserwacja moze $swiadczy¢ o tym, ze kwercetyna wigze si¢ z biatkiem kanatu trwale
(Rycina 50).

-40 mV
kontrola 10 uM Kwercetyna odptukanie

AT AL il

o stan otwarty - stan zamkniety

(o]

10 pA

Rycina 50 Badanie odwracalnosci aktywacji kanatu mitoBKca po odptukaniu 10 uM kwercetyny. Na rycinie
przedstawiono zapisy aktywnosci kanatu mitoBKca W warunkach kontrolnych, po podaniu 10 M kwercetyny
oraz po jej odptukaniu. Doswiadczenie przeprowadzono w symetrycznym ukladzie roztworow 150/150 mM
KCI, w obecnosci 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu; ,,0” oznacza stan otwarty
kanalu.

Podsumowujac, kwercetyna w niskich stezeniach mikromolowych aktywuje kanal
mitoBKca. Najwyzsza aktywacj¢ zaobserwowano przy 10 uM stezeniu kwercetyny.
Zaktywowany kanat mitoBKca po odptukaniu nie powrécit do aktywnosci kontrolne;.

4.2.5.2 Analiza aktywnoS$ci kanalu mitoBKca W obecnosci kwercetyny, paksyliny

I izoramnetyny

Obserwujac znaczng aktywacje kanatlu po traktowaniu kwercetyna, postanowiono
przeprowadzi¢ seri¢ doswiadczen z wykorzystaniem paksyliny, bloker kanatu typu BKca.
Dotychczas nie dowiedziono, ze aktywator, szczegdlnie pochodzenia naturalnego moze
odwroéci¢ blokowanie kanatu przez paksyling. We wstepnych doswiadczeniach wykazano,
ze 1 uM paksylina obnizyta prawdopodobienstwo otwar¢ mitoBKca z 12,9 % + 1,2 % (-40
mV) do 0,3 % = 0,1 % iz535%+7,2%do0,2%+0,2% (+40 mV) (Rycina 51). Takie
dane $wiadcza o pelnym blokowaniu kanatu. W obecnosci paksyliny nie przeptywaja jony
przez por kanalu zarowno przy napigciu dodatnim jak i uyjemnym. Nastgpnie po podaniu 10
uM  kwercetyny obserwowano aktywacj¢ kanatu. Analiza danych wskazuje, ze
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prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu wzrosto z warto$ci utamkow procenta do 53,5 % + 7,4
% przy napigciu ujemnym i do 89,2 % =+ 0,9 % przy dodatnim. Kwercetyna przywrocita
aktywno$¢ kanatu, jednak wzrost prawdopodobienstw otwar¢ byt wiekszy w poréwnaniu

Z Po kanatu w warunkach kontrolnych (Rycina 51).

(a) (b)
+40 mV -40 mV
kontrola kontrola
SRR AN  TTYTICTTITT
1 UM Paksylina 1uM Paksylina
10uM Kwercetyna 10uM Kwercetyna

Al

L

i

o

T AL

. 0,5s
o stan otwarty - stan zamknigty
10 pA
+40 mV -40 mvV
100~ —k* 100-
* %
801 — 80+ * %
e T -
8 S
© 404 © 404
o o % 3k %
1
204 20
0 T . > 0 | T | T
& &S & £
‘_0 > L 0'0 ‘@ ‘Cle'
N QP ¢

Rycina 51 Odwracalnosé blokowania kanatu mitoBKca przez 10 uM kwercetyne. W gornej czesci ryciny
zaprezentowano zapisy pomiarow elektrofizjologicznych dla kontroli, 1 uM paksyliny i 10 uM kwercetyny.
Ponizej przedstawiono analize prawdopodobienstwa otwaré mitoBKca (Po). Poziomy istotnosci statystycznej
okreslono testem t-Studenta dla n = 3 (p < 0,01 (**); p < 0,001 (***)). Doswiadczenia przeprowadzono
W symetrycznym uktadzie roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. (a) przy napieciu +40 mV. (b)
przy napieciu -40 mV. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu, ,,0”" oznacza stan otwarty kanatu.
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Majac na uwadze powyzsze dane, zaplanowano doswiadczenia, w ktoérych w pierwszej
kolejnosci podawano kwercetyne a nastepnie, w obecnos$ci flawonoidu podawano paksyline.
Zaplanowane kolejne kroki w doswiadczeniach mialy na celu uzyskanie warunkéw kiedy
kwercetyna zostanie odptukana, a aktywno$¢ kanatlu mitoBKca bedzie blokowana przez

paksyling. Etapy takiego zaprezentowano na Rycinie 52.

Etapy doswiadczenia
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Rycina 52 Schemat przebiegu doswiadczenia. Pomiary aktywnosci kanatu wykonano w warunkach
kontrolnych, po dodaniu 10 uM kwercetyny, w obecnosci 10 uM kwercetyny i 1 uM paksyliny, nastepnie
W obecnosci tylko 1 uM paksyliny, po przejsciu do niskiego stezenia jonéw wapnia (1 uM Ca®*) bez kwercetyny
i paksyliny, po odpfukaniu do warunkéw z kontroli, a na zakonczenie po dodaniu 1 uM paksyliny. Koncepcja
uwzglednia poszczegolne etapy doswiadczenia prowadzone w rownych odstepach czasowych w symetrycznym
uktadzie roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. Tylko w przypadku kroku 1 M Ca?* zmieniany
byt poziom wapnia.

Podobnie jak we wczesniejszych doswiadczeniach, obecnos¢ 10 uM kwercetyny (KWE)
spowodowata aktywacje kanatu mitoBKca z 10,9 % + 1,9 % do 79,1 % + 2,8 % (-40 mV)
1254,2% +4,5 % do 88,9 % + 1,9 % (+40 mV). Kolejno podanie 10 uM kwercetyny wraz
z 1 uM paksyling nie zmieniatlo poziomu aktywnosci kanatu. Co ciekawe, podanie
w kolejnym etapie samej 1 uM paksyliny nie doprowadzito do zablokowania aktywnos$ci
kanatu, zaobserwowano jedynie spadek P, odpowiednio do 69,4 % + 9,3 % (-40 mV) i do
86,1 % = 4 % (+40 mV). W dotychczasowych doswiadczeniach paksylina zawsze
catkowicie hamowala aktywno$¢ kanatu. Prawdopodobnie, wigzanie kwercetyny
uniemozliwia zablokowanie kanalu mitoBKca przez paksyling. Poprzednie etapy
do$wiadczenia wykonane zostaty w obecnosci 100 pM Ca?*. Zaplanowano wigc kolejny etap
doswiadczenia, ktory miat na celu obnizenie poziomu jonéw wapnia do st¢zenia 1 uM.
Badania aktywacji kanatow w odpowiedzi na rézne st¢zenia jondw wapnia wskazuja, ze
interakcje miedzy domenami strukturalnymi kanatu sg kluczowe w posredniczeniu
stymulacji do otwar¢ kanatu [153]. Te odkrycia dostarczajg informacji, ktére moga rowniez
wplywac na regulacj¢ kanatow w odpowiedzi na inne substancje. W warunkach obnizonego
stezenia jondw wapnia obserwowano spadek Po do poziomu 1 % + 0,1 % przy -40 mV'i 2,4
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% + 2,4 % przy +40 mV. Podobng zalezno$¢ wykazano w czesci (b) Ryciny 12. Po
odplukaniu i powrocie do roztworu kontrolnego zawierajacego 100 puM Ca?*,
prawdopodobienstwo otwaré kanatu wzrosto do 63,7 % = 9,7 % (-40 mV) i 82,4 % £+ 3,4 %
(+40 mV). Z kolei ponowne podanie 1 uM paksyliny, spowodowato catkowite zablokowanie
aktywnosci kanalu. Zapisy zmian aktywnosci kanatu oraz analiz¢ Po w kolejnych etapach
przedstawiono na Rycinie 53.
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Rycina 53 Regulacja kanatu mitoBKca przez kwercetyne oraz paksyline. (a) Przedstawiono zapisy zmian
aktywnosci kanatu mitoBKca W warunkach kontrolnych, po podaniu 10 uM kwercetyny, 10 uM kwercetyny
wraz z 1 uM paksyling, W obecnosci 1 uM paksyliny, W warunkach 1 uM Ca®*, po odptukaniu do warunkéw
kontrolnych oraz po podaniu 1 uM paksyliny. Zapisy pomiaréw elektrofizjologicznych wykonano przy napieciu
-40 mV w symetrycznym uktadzie roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-” oznacza stan
zamknigty kanatu; ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobienstwa otwaré¢ kanatu (Po)
W powyzszych etapach doswiadczenia dla napieé -40 mV i +40 mV wraz z zaznaczonym poziomem istotnosci
statystycznej wzgledem kontroli (nad stupkami) oraz pomiedzy probami - analiza jednoczynnikowa wariancji
ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,05 (*); p < 0,001 (***); p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).
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Po raz pierwszy, wykazano, ze blokowanie kanalu przez paksyling jest nie mozliwe
w obecnosci kwercetyny, co sklonito do dodatkowych przemyslen i zaprojektowania
kolejnych doswiadczen. Postanowiono sprawdzi¢ czy substancje o bardzo podobnej
budowie strukturalnej, r6znigce si¢ jednym podstawnikiem, bedg réwniez uniemozliwiaty
blokowanie kanatu przez paksyling. Jedng z pochodnych kwercetyny jest izoramnetyna,
bedaca metylowana pochodng kwercetyny i rownoczesnie flawonoidem pochodzenia
naturalnego. Porownanie struktur chemicznych kwercetyny i izoramnetyny przedstawiono

na Rycinie 54c.

Wyniki doswiadczen patch-clamp wskazuja, ze izoramnetyna nie wptywa na aktywnosc¢
kanatu mitoBKca. Nie zaobserwowano zmian w prawdopodobienstwie otwar¢ kanatu po
podaniu 1, 3, 10 i 30 uM izoramnetyny. Analiza danych wskazuje, ze Po dla wszystkich prob
wlaczajac kontrole wyniki okoto 15 %. Dodatkowo podanie 1 uM paksyliny w obecno$ci 30
uM izoramnetyny catkowicie blokowato aktywno$¢ kanatu mitoBKca (Rycina 54ab).
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Rycina 54 Wplyw izoramnetyny na aktywnosé¢ mitoBKca. (2) Zapisy aktywnosci kanatu w warunkach
kontrolnych oraz po podaniu 1, 3, 10i 30 uM izoramnetyny, a takze 30 uM izoramnetyny wraz z 1 uM paksyling
przy napieciu -40 mV W symetrycznym uktadzie roztworu 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?*, pH = 7,2. ,,-”
oznacza stan zamkniety kanatu, ,,0” oznacza stan otwarty kanatu. (b) Analiza prawdopodobieristwa otwaré
kanatu mitoBKca (Po) dla poszczegdlnych etapow doswiadczenia z czgsci (). Istotnosé statystyczng wzgledem
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kontroli okreslono analizq jednoczynnikowq wariancji ANOVA z testem Tukey’a,n =5 (p < 0,0001 (****);
p > 0,05 (ns). (¢) Poréwnanie wzoréw strukturalnych kwercetyny i izoramnetyny. Zaznaczono podstawnik
roznigcy oba flawonoidy.

4.2.5.3 Udzial kwercetyny i izoramnetyny w depolaryzacji mitochondriéw

i oddychaniu komérkowym

Do oceny funkcjonalnych konsekwencji regulacji kanatu mitoBK. przez kwercetyne
wykorzystano metode cytometrii przeptywowej z uzyciem barwnika JC-10. Wykazano, ze
10 uM kwercetyna obniza potencjal mitochondriow o 10,4 % + 2,5 %. Obserwowano
depolaryzacje wzgledem kontroli. Depolaryzacj¢ t¢ porownano z obnizaniem potencjatu
blony przez klasyczny aktywator mitoBKca — NS11021. W tym przypadku 34,0 % + 7,3 %
komoérek wykazato mitochondria z obnizonym potencjalem, za§ 1 uM paksylina ostabita
depolaryzacje o ok. 12,7 %. Cato$¢ porownano do FCCP — klasycznego rozprzggacza
mitochondriow, gdzie przy st¢zeniu 1,5 pM obserwowano depolaryzacje na poziomie 82,8
% £ 1,6 %, a przy 3 uM — niemal 100 %. Rezultaty przedstawiono na Rycinie 55.
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Rycina 55 Udzial kwercetyny w depolaryzacji mitochondriow. (a) Procentowy udzial komorek
z mitochondriami o wysokim i o niskim potencjale w warunkach kontrolnych oraz po traktowaniu 10 uM
kwercetyng, 3 uM NS11021, 3 uM NS11021 z 1 uM paksyling oraz 1,5 uM i 3 uM FCCP. Poziomy istotnosci
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statystycznej okreslono testem t-Studenta dla n = 3 (p < 0,01 (**); p < 0,001 (***); p < 0,0001 (****); p >
0,05 (ns)). Oznaczenia bezposrednio nad stupkami sq poréwnaniem do kontroli, zas wyzej, pomigdzy
sgsiednimi stupkami. (0) Przykiadowe wykresy punktowe z cytometru przepfywowego dla kontroli, 10 uM
kwercetyny i 3 uM FCCP (rézowe punkty oznaczajq komorki zawierajgce mitochondria o wysokim potencjale
blony wewnetrznej; fioletowe — 0 niskim).

W kolejnym etapie okreslono wptyw kwercetyny na oddychanie komoérkowe. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen przedstawiono na Rycinie 56. Wykazano, ze wraz ze
wzrostem stezenia, kwercetyna stopniowo przyspiesza oddychanie komoérek EA.hy926. Dla
3 UM zaobserwowano wzrost $rednio o 3,5 %, dla 10 uM o 9%, za$ 30 uM kwercetyna
przyspiesza oddychanie 0 23 % wzgledem kontroli. Ostatni wynik jest istotny statystycznie

na poziomie p < 0,05. Dodatek 500 nM FCCP spowodowat rozprzegnigcie mitochondriow.
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Rycina 56 Wphyw kwercetyny na oddychanie komorek EA.hy926. Wykres przedstawia % zuzycia tlenu
W warunkach kontrolnych, a takze po dodaniu 3, 10 i 30 uM kwercetyny oraz 500 nM FCCP. Istotnosé¢

statystyczng wzgledem kontroli okreslono jednoczynnikowq analizq wariancji ANOVA z testem Tukey’a dla
n=4(p<0,05(*), p<0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

Okreslono ponadto wplyw izoramnetyny na powyzsze procesy. Metoda cytometrii
przeptywowej z uzyciem sondy fluorescencyjnej JC-10 wykazano, ze 10 pM izoramnetyna
nie wplywa na potencjal mitochondriow, poréwnujac wynik z kontrolg (komorki

nietraktowane), co zaprezentowano na Rycinie 57a. Zbadano réwniez szybkos¢ oddychania
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komodrkowego W obecnosci izoramnetyny. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie
57b. Dowiedziono, ze izoramnetyna w stezeniach: 3, 10 i 30 uM nie wplywa na szybko$¢
zuzycia tlenu komoérek $rdédblonka naczyniowego. Nie zaobserwowano roéznic wzgledem
kontroli. Po podaniu 500 nM FCCP, doszto do rozprzegni¢cia tancucha oddechowego

W mitochondriach, co potwierdzito poprawno$¢ wykonanych oznaczen.
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Rycina 57 Wphw izoramnetyny na potencjal mitochondriow oraz oddychanie komorkowe. (a) Wykres
przedstawia potencjat mitochondriow komorek EA.hy926 w warunkach kontrolnych oraz pod wptywem 10 uM
izoramnetyny i 3 uM FCCP (rozprzegacza mitochondriéw). Poziom istotnosci statystycznej wyznaczono
analizq jednoczynnikowg ANOVA z testem Tukey’a dlan =3, (p <0,0001 (****); p > 0,05 (ns). (b) Wphyw 3,
10 i 30 uM izoramnetyny na oddychanie szybkosé oddychania komérek srédblonka wzgledem nietraktowanej
kontroli oraz 500 nM FCCP. Istotnos¢ statystyczng okreslono jednoczynnikowq analizq wariancji ANOVA
Z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

4.2.5.4 Ocena cytotoksycznosci kwercetyny

Kwercetyna, jako substancja pochodzenia naturalnego, nie powinna negatywnie wptywac
na przezywalno$¢ komorek. Jednakze, zastosowane w doswiadczeniach typu patch-clamp

stezenia przetestowano w konteks$cie indukcji apoptozy 1 nekrozy.

Uzyskane wyniki oceny apoptozy w obecnosci kwercetyny zaprezentowano na Rycinie 58.
W przypadku 1, 3, 10, i 30 uM kwercetyny nie obserwowano indukcji apoptozy
w porownaniu do kontroli i 1 ng/ml/ 0,05 pg/ml TNF/CHX — czynnika uszkadzajacego.
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Rycina 58 Ocena apoptotycznej smierci komorek pod Wphwem réznych stezerr kwercetyny. Na wykresie
przedstawiono brak indukcji apoptozy przez 1, 3, 10 i 30 uM kwercetyne w odniesieniu do kontroli i czynnika

uszkadzajgcego (TNF/CHX). Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli okreslono analizg
dwuczynnikowq wariancji ANOVA z testem Tukey’a dla n = 3 (p < 0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

Jednoczesnie, dokonujac pomiaréw fluorescencji, mozliwe bylo okreslenie wplywu
kwercetyny na proces nekrozy komorek $rodblonka naczyniowego. Zaprezentowane na
Rycinie 59 wyniki $wiadczg o tym, ze kwercetyna w st¢zeniach 1, 3 i 10 uM nie indukuje
tego rodzaju $mierci komorkowej. Natomiast w przypadku 30 uM kwercetyny zauwazalny
jest wzrost nekrozy (srednio o ok. 9 %), co moze oznacza¢ zbyt wysokie jej stezenie dla
komorek EA.hy926.
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Rycina 59 Kwercetyna a nekroza. Ocena 1, 3, 10 i 30 uM kwercetyny w kontekscie indukcji nekrotycznej
Smierci komorek srodblonka naczyniowego linii EA.hy926 (pomiar fluorescencji w czasie 13 godzin),
w odniesieniu do kontroli negatywnej (komorki nietraktowane i z TNF/CHX). Poziom istotnosci statystycznej
wzgledem kontroli, okreslono z uzyciem analizy dwuczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a;, n = 3

(p < 0,05 (*); p > 0,05 (ns)).

4.2.5.5 Cytoprotekcyjne dzialanie kwercetyny

Aby potwierdzi¢ ochronne wzgledem komorek, dziatanie kwercetyny, aktywatora
mitochondrialnego kanatu BKca wykonano do$wiadczenia polegajace na ocenie apoptozy
i nekrozy pod wplywem 1 ng/ml/ 0,05 pg/ml TNF/CHX — czynnika uszkadzajacego,
w obecnosci flawonoidu. Kwercetyng w odpowiednich stezeniach, dodawano do komorek

na godzing przed czynnikiem uszkadzajacym.

Na Rycinie 60 przedstawiono wyniki potwierdzajace wlasciwoséci ochronne kwercetyny
przed apoptoza indukowang przez TNF/CHX. Wraz ze wzrostem st¢zenia tego flawonoidu
(1, 3,101 30 uM), linia $wiadczgca o zmianie sygnatlu apoptozy w czasie, byta blizsza linii
kontrolnej. Zatem im wyzsze stezenie kwercetyny, tym silniejsza ochrona. Rezultaty

odniesiono do komoérek uszkadzanych.
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Rycina 60 Wlasciwosci ochronne kwercetyny przed indukcjq apoptozy. Przedstawiono zmiang luminescencji
w czasie w warunkach kontrolnych oraz w probach uszkadzanych TNF/CHX w obecnosci 1, 3, 10 i 30 uM
kwercetyny. Poziom istotnosci statystycznej wzgledem uszkodzenia, w prezentowanym zakresie czasu,
wyznaczono dzigki analizie dwuczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,05 (*); p <
0,001 (***); p < 0,0001 (****)).

W kontekscie ochrony przed $miercig nekrotyczng komorek EA.hy926, dokonano pomiaru
fluorescencji po 24 godzinach od rozpoczgcia eksperymentu. Dowiedziono, ze 10 pM
kwercetyna nie indukuje po tym czasie nekrozy (wynik zblizony do nietraktowanej kontroli),
a inkubowana z komorkami przed dodaniem czynnika uszkadzajacego, obniza sygnatl dla
nekrozy 0 10 %. W przypadku 30 uM kwercetyny zauwazono, ze obniza nekroze wywotana
uszkodzeniem o kilka procent, jednakze sama delikatnie jg indukuje (20 %) w poréwnaniu
do kontroli (14 %). Potwierdzono zatem protekcyjne wiasciwosci 10 uM kwercetyny.
Opisane rezultaty zaprezentowano na Rycinie 61.
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Rycina 61 Wilasciwosci ochronne kwercetyny przed nekrotycznym uszkodzeniem srodblonka. Zaprezentowano
zmiang fluorescencji po 24 h od rozpoczecia doswiadczen. Oznaczono warunki kontrolne, préby traktowane
10 uM i 30 uM kwercetyng oraz czynnikiem uszkadzajgcym — TNFICHX, a takze uszkadzane TNF/CHX
W obecnosci 10 i 30 uM kwercetyny. Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli Wyznaczono
Jjednoczynnikowq analizq wariancji ANOVA z testem Tukey’a dlan =3 (p < 0,05 (*); p <0,01 (**); p > 0,05
(ns)).

Ponadto, z wykorzystaniem mikroskopu i specjalistycznej kamery, po uptywie 24 godzin od
przeprowadzenia eksperymentdw wykonano zdjgcia komorek EA.hy926 przedstawiajace
efekt ochronny 10 uM kwercetyny przed uszkodzeniem TNF/CHX, w odniesieniu do
kontroli, czynnika uszkadzajacego i proby traktowanej wylacznie kwercetyna. Efekt
przedstawiono na Rycinie 62.

©

kontrola 10 pM Kwercetyna TNF/CHX TNF/CHX + 10 pM KWE

Rycina 62 Fotografie mikroskopowe obrazujgce obserwowany efekt ochronny 10 M kwercetyny przed
uszkodzeniem TNF/CHX w komorkach srodbionka naczyniowego, wykonane po 24 h. Od lewej komorki
kontrolne, traktowane 10 uM kwercetyng,, uszkodzone TNF/CHX oraz preinkubowane z 10 uM kwercetyng
przed podaniem czynnika uszkadzajgcego (TNF/ICHX). Biata pozioma liniaw prawym dolnym rogu ma diugosé
200 um.
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4.2.5.6 Analiza migracji komérek w obecnos$ci kwercetyny

Dodatkowym eksperymentem okres$lajagcym rolg fizjologiczng kwercetyny 1 jej wptyw na

procesy zyciowe komorek srédblonka byt test migracji komérkowej (zarastania rysy).

Po wykonaniu rysy, przez 48 godzin obserwowano migracj¢ komorek s$rodbtonka
naczyniowego pod wptywem 3, 10 i 30 uM kwercetyny, porownujac szybko$¢ zarastania
rysy z proba kontrolng. Z wynikoéw zebranych na Rycinie 63 wynika, ze 3 uM i 10 uM
kwercetyna przyspiesza migracje komorek EA .hy926, jednakze w nizszym st¢zeniu (3 uM)
nieco bardziej (réznica kilku procent). Flawonoid ten w najwyzszym z badanych st¢zen (30
uM) wykazal natomiast spowolnienie zdolnosci komodrek do migracji, co moze oznaczaé, ze
jak w przypadku badania toksycznosci czy protekcji — jest to zbyt duza dawka. Moze by¢ to

powigzane z poczatkiem indukcji nekrozy.

Wiasciwosci 10 uM kwercetyny w kontekscie przyspieszania migracji komorek §rodbtonka

naczyniowego potwierdzajg dodatkowo, przedstawione na Rycinie 64, fotografie.
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Rycina 63 Kwercetyna a tempo zarastania rysy w tescie migracji komdérkowej. Przedstawiono wyniki dla
kontroli oraz kwercetyny w stezeniach 3, 10 i 30 uM, Poziomy istotnosci statystycznej wzgledem kontroli, W
prezentowanej skali czasu, ustalono za pomocg analizy dwuczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a
dlan=3(p<0,05(*); p> 0,05 (ns)).
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Rycina 64 Panel zdjeé¢ mikroskopowych potwierdzajgcych przyspieszenie migracji komdérek linii EA.hy926
pod wptywem 10 uM kwercetyny w odniesieniu do nietraktowanej kontroli. Biata linia w prawym dolnym rogu
odpowiada dlugosci 500 um. Wszystkie zdjecia wykonano w jednakowej skali.

4.2.5.7 Wplyw kwercetyny na ekspresje¢ genow i poziom bialek kanalu mitoBKca

Z uwagi na duzy wzrost prawdopodobiefistwa otwar¢ kanatu mitoBKca obserwowany
w doswiadczeniach typu patch-clamp, pod wptywem kwercetyny, w poréwnaniu do innych
aktywatorow, w szczegdlnosci tych pochodzenia naturalnego, postanowiono zbadaé jej

wplyw na ekspresje gendw podjednostek kanatu.

W tym celu zaplanowano do$wiadczenia z wykorzystaniem technik biologii molekularne;j.
Komorki EA.hy926 hodowano przez 12 godzin w obecnosci 10 uM kwercetyny i bez niej
(kontrola). Nastepnie wyizolowano z nich RNA i po ustaleniu st¢zenia, w reakcji odwrotnej
transkrypcji przepisano informacj¢ genetyczng na cDNA. Kolejno przystagpiono do
przeprowadzenia reakcji RT-qPCR umozliwiajgcej porownanie ekspresji genow w obu
probach, a wyniki poddano analizie. Wszystkie kroki opisano w rozdziale 3.9 Ocena

poziomu ekspresji genow.

Otrzymane rezultaty przedstawiono na Rycinie 65. Wynika z nich, ze traktowanie komorek
10 uM kwercetyng powoduje obnizenie w tej probie ekspresji gendw podjednostek: a (o 40
%), B1 (0 55 %), B2 (o 15 %) i B4 (o 50 %), w odniesieniu do kontroli. W przypadku
podjednostki regulatorowej B3 zaobserwowano jej wzrost o 65 %. Zatem kwercetyna

wplywa na poziom ekspresji genow kanatu BKca W mitochondriach srédbtonka.
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Rycina 65 Analiza ekspresji genéw. Na wykresie przedstawiono poziom ekspresji genow podjednostki
tworzgcej por kanatu (BK o) i podjednostek regulatorowych p1-4 mierzony metodg RT-QPCR w obecnosci 10
uM kwercetyny w stosunku do nietraktowanej kontroli. Istotnos¢ statystyczng okreslono za pomocq testu
t-Studenta dlan =4 (p < 0,001 (***); p <0,0001 (****); p > 0,05 (ns)).

Dla potwierdzenia wynikéw otrzymanych technika RT-qPCR, przeprowadzono
eksperymenty Western blot, podczas ktorych okreSlono zmiany w poziomie biatka
okreslonych podjednostek kanalu mitoBKca. Jak uprzednio, komérki hodowano przez 12
godzin z 10 uM kwercetyng oraz bez dodatku zadnych dodatkowych substancji. Z komorek
traktowanych kwercetyna i czgéci komorek kontrolnych wyizolowano mitochondria,
pozostale komoérki nietraktowane zhomogenizowano. Kolejno z wszystkich prob
przygotowano lizaty biatkowe, zmierzono ich st¢zenie i dodano do nich bufor obcigzajacy.
Nastepnie natozono je w réwnych iloéciach na zel poliakrylamidowy i przeprowadzono
rozdzial elektroforetyczny. Rozdzielone bialka przeniesiono (transfer poétsuchy) na
membrang i znakowano wybrane odpowiednimi przeciwciatami. Finalnie dokonano detekcji
biatek na kliszach fotograficznych. Cata procedurg, krok po kroku, opisano w rozdziale 3.8
Analiza poziomu biatek metodg Western blot. Wyniki przedstawiono na Rycinie 66.
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Rycina 66 Analiza Western blot wptywu kwercetyny na biatka podjednostki tworzqcej por kanatu mitoBKca
i podjednostek regulatorowych . (a) Poziom biatka podjednostek kanatu mitoBKca: BK a i f1-4 oraz COXIV
(kontrola mitochondrialna) metodg Western blot. Wyniki uzyskane dla frakcji homogenatu komérkowego (H:
30 ug, 60 ug), kontrolnych mitochondriow (Mik: 30 ug, 60 ug) i izolowanych mitochondriow z komorek
wstepnie inkubowanych przez 12 godzin z 10 uM kwercetynqg (Mig: 30 ug, 60 ug). (b) Pomiary
densytometryczne poziomow biatek BKa, 3 i COXIV w celu ilosciowego okreslenia obserwowanych roznic.
Istotnos¢ statystyczng wykazano dla testem t-Studenta dla n = 3 (p < 0,01 (**); p > 0,05 (ns)).

Zaobserwowano analogiczne zmiany, jak w przypadku ekspresji gendéw. Mianowicie,
spadek poziomu biatka podjednostek kanalu BKca: o, Bl i P2 we frakcjach
mitochondrialnych. Wzrost poziomu odnotowano dla 3, za$ réznic nie zauwazono dla
podjednostki 4. Ponadto, w pomiarach densytometrycznych uzyskanych prazkow,
ilosciowo okreslono obserwowane roznice dla podjednostki a (niewielki spadek poziomu
bialka, nieistotny statystycznie) i B3 (niemal 50 % wzrost poziomu biatka w probie
traktowanej kwercetyng). Przedstawione oznaczenie ilosciowe dla COIV (kontroli

mitochondrialnej) wskazato rowng ilo$¢ biatka w danych probach.
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5. Dyskusja

W ostatnich latach opublikowano szereg prac $wiadczacych o udziale mitochondrialnych
kanalow potasowych w procesach zyciowych komorek [154]. Jednym z takich przyktadow
jest ich udziat w ochronie komoérek przed skutkami niedokrwienia/reperfuzji wystgpujacego
w migsniu sercowym [155] | W mézgu [156,157]. Wykazano, ze aktywacja mitochondrialnych
kanatow K* wigze sie z indukcjg cytoprotekcji [54,55,158]. Badania mechanizméw ochrony
wynikajacych z aktywacji mitochondrialnych kanalow potasowych nie sg jeszcze doktadnie
poznane, jednakze postawiono kilka hipotez probujacych wyjasni¢ to zjawisko [56,159].
Jednag znich moze by¢ kluczowy udzial kanatdow w tzw. mitochondrialnym cyklu
potasowym [83] oraz regulacja syntezy reaktywnych form tlenu [160]. Blizsze poznanie tych
mechanizmow stwarza szans¢ na opracowanie NOWYch strategii cytoprotekcji, ktorej celem
beda mitochondrialne kanaty potasowe. Jednak wtasciwos$ci biofizyczne i farmakologiczne
kanatow potasowych obecnych w mitochondriach sa nadal opisane jedynie czgSciowo [65].
Poza tym, dotychczas uzywane, syntetyczne substancje farmakologiczne, uwazane za
modulatory aktywno$ci kanaldéw potasowych, moga wplywaé na inne biatka
mitochondrialne, a ich zastosowanie w terapii wymaga kosztownych i czasochtonnych
badan klinicznych [161,162]. Zatem wydaje si¢, ze istotne sg poszukiwania nowych,
specyficznych aktywatoréw kanalow potasowych, szczegdlnie naturalnych zwigzkow
roslinnych np. z grupy flawonoidow. Tym bardziej, ze wiele danych wskazuje na to, ze
jednym z miejsc oddziatywania flawonoidow w komoérce sg mitochondria [97,163,164].
Dodatkowo, niektore flawonoidy wykazujg wiasciwosci kardioprotekcyjne [165,166]
| podejrzewa sie, ze dziatanie to moze mie¢ zwigzek z mitochondrialnym transportem jonow

potasul.

5.1 Udzial kanalu mitoBKca w cytoprotekcji

Wykazano, ze aktywacja mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie
regulowanego jonami wapnia (mitoBKca) zwigzana jest np. z ochrong komérek mozgu przed
uszkodzeniem w czasie udaru [156,157] czy komorek migsni poprzecznie prazkowanych
serca, gdzie tagodzi skutki zawatu migsnia sercowego [155]. Zardéwno mitochondrialny, jak
i plazmatyczny kanat BKca postrzegane si¢ jako biatka 0 waznym udziale w protekcji

komorkowej, co zostato potwierdzone licznymi badaniami [158,167-170].
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Po raz pierwszy, mitoBKca zostat zidentyfikowany w wewngtrznej btonie mitochondriow
nowotworu komorek glejowych mozgu — glejaka linii LN229 [67]. Pozniej zidentyfikowano
go rowniez W mitochondriach kardiomiocytow, fibroblastow skornych, migéni
szkieletowych [72,171,172], a takze w komorkach srodbtonka naczyniowego linii EA.hy926
[71]. Przyjmuje sie, ze funkcja kanatu, jego lokalizacja i regulacja, wynikaja
z alternatywnych wariantéw skladania genow, specyficznych dla danej komorki.
Dodatkowo, wilasciwosci biofizyczne czy farmakologiczne poszczegolnych wariantow

mogg by¢ zmieniane przez obecnos¢ roznych podjednostek regulatorowych B1-4 [173].

Dowiedziono, ze mitochondrialny kanat BKca, podobnie jak BKca z btony plazmatycznej,
jest wrazliwy na NS1619 oraz NS11021 — znane aktywatory kanatow potasowych.
Dodatkowo wykazano, ze paksylina catkowicie hamuje aktywno$¢ tego kanalu [174].
Jednakze wigkszos¢ modulatoréw kanalu mitoBKca wykazuje szerokie spektrum dziatan
ubocznych [161]. Mozna tu wymieni¢ wlasciwosci rozprzegajace mitochondria, hamowanie
tancucha oddechowego, a takze wplyw na homeostaze jonéw wapnia w komorce [49].
Istnieje zatem uzasadniona potrzeba poszukiwania nowych, specyficznych zwigzkow,
modulujgcych aktywnos¢ mitoBK ca, zwlaszcza pochodzenia naturalnego, ze wzgledu na ich
niskg toksycznos¢ i relatywnie wysoka biodostgpnosé [97,175]. Znany jest udziat kanatu
mitoBKca W procesach cytoprotekcyjnych, jak rowniez szereg dobroczynnych wiasciwosci
flawonoidow. Dlatego podjeto probe okreslenia nowych drog cytoprotekcji wybranych
flawonoidow kardioprotekcyjnych z udzialem aktywacji mitochondrialnych kanatow

potasowych.

5.2 Regulacja aktywnosci kanalu mitoBKca przez flawonoidy kardioprotekcyjne

Zbadanie regulacji aktywno$ci mitochondrialnego kanatu o duzym przewodnictwie
regulowanego wapniem (mitoBKca) byto gtéwnym celem niniejszej rozprawy doktorskiej.
W badaniach zastosowano komorki $rodblonka naczyniowego linii EA.hy926. Ponadto
podjeto proby przeprowadzenia do§wiadczen rowniez na ludzkich fibroblastach mig$nia
sercowego (HCF, ang. human cardiac fibroblasts). W toku prowadzonych badan nie udato
si¢ zidentyfikowaé aktywnos$ci kanatu mitoBKca w komoérkach HCF. Zatem do§wiadczenia
zwigzane Z badaniem wptywu flawonoidéw na aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu BKca

oparto na modelu komoérek $rodblonka. Na podstawie wcze$niej uzyskanych danych
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I przegladu literatury, do badan wyselekcjonowano naringening i jej pochodne (naringening-
TPP*, 6-C-glukozyd naringeniny i chalkon naringeniny) oraz flawonoidy kardioprotekcyjne
(kwercetyne, luteoling i cyjanidyng). Podj¢to rowniez probe oceny funkcjonalnych
konsekwencji regulacji kanatu mitoBKca przez flawonoidy w modelu $rodbtonka
naczyniowego. W tym celu zbadano wptyw flawonoidow na polaryzacje wewngtrznej blony
mitochondrialnej, oddychanie i migracje komorek, a takze ich wlasciwosci ochronne

w uszkodzeniach wywotywanych przez TNF-o/cykloheksymid.

5.2.1 Naringenina i jej pochodne

Flawonoidy sa powszechnie obecne w ro$linach, gdzie pelnig wazne funkcje. Ostatnio
przyciagaja uwage naukowcoéOw ze wzgledu na ich korzystne oddzialywanie na organizm
ludzki, rowniez jako substancje regulujgce aktywnos¢ kanatow potasowych [176]. Jednym ze
zwigzkow biologicznie czynnych wystepujacych w owocach cytrusowych, np. w grejpfrucie
(Citrus paradisi), jest naringenina, ktora obniza poziom reaktywnych formy tlenu i azotu,

a takze moze zwigksza¢ poziom glutationu, bedacego fizjologicznym antyoksydantem [177].

Otrzymane dane wskazuja na bezposredni wpltyw naringeniny na mitochondrialne kanaty
potasowe. Wykorzystujac technike patch-clamp potwierdzono, ze juz w niskich stezeniach
mikromolowych, naringenina aktywuje kanat mitoBKca w komorkach $rodbtonka
naczyniowego linii EA.hy926. Podobne efekty aktywacji kanalu byly obserwowane
w przypadku wyzszych stezen naringeniny tzn. powyzej 10 uM. Dodatkowo zmiany
regulacji mitoBKca byty obserwowane na tle réznych stezen jonow wapnia. Najwyzszg
aktywacje kanatu mitoBKca przez 10 uM naringening zaobserwowano w warunkach
niskiego stezenia jonow Ca?* [170]. Wykazano zalezna od poziomu jonéw wapnia aktywacje
kanatu mitoBKca przez naringenine obserwowang nie tylko w przypadku kanatéw typu BKca

[88].

Yang 1 wspolpracownicy udowodnili, Ze naringenina, jako flawonoid wchodzacy w skiad
lekow ziotowych tradycyjnej medycyny chinskiej, wykazuje dziatanie rozkurczajace
wzgledem migéni gladkich [98], w tym migsni tChawicy szczura poprzez aktywacje
plazmatycznego kanatu BKca [178]. Podobne efekty obserwowano w komodrkach migéni
gladkich naczyn krwiono$nych [179], w tym rowniez w komorkach ludzkiej zyly

pepowinowej [180]. Ponadto, w przypadku boélu zwigzanego ze stanem zapalnym,
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wywotanym przez aniony ponadtlenkowe, u myszy, opisano udziat tego flawonoidu jako
srodka tagodzacego te dolegliwosci poprzez aktywacj¢ kanatu Katp bltony komorkowej
[99,181]. Aktywacja kanatow potasowych przez naringening jest rowniez istotna dla
zachowania prawidlowych funkcji neuronow [182]. Oprdcz tego, we wczesniejszych
badaniach potwierdzono, ze naringenina aktywuje mitochondrialny kanat BKca W ludzkich
fibroblastach skoérnych, co pozytywnie wptywa na kondycje skory, migdzy innymi
w kontekscie jej starzenia [77]. Udowodniono takze, ze naringenina nie aktywuje kanatow
potasowych bramkowanych napieciem w komorkach raka prostaty, co wyklucza rozwoj
komorek tego nowotworu u chorych suplementujacych ten flawonoid lub spozywajacych
duze ilosci owocdéw zawierajacych naringenine [183]. Co wigcej, stwierdzono rowniez, ze
naringenina hamuje kanaty hERG (ang. the human Ether-a-go-go-Related Gene, ludzkie
kanaty potasowe genu Ether-a-go-go) [184]. Ponadto badano skojarzone dziatanie hamujace
naringeniny z lekami przeciwarytmicznymi na te kanaly i stwierdzono, ze moze to

zwigkszac¢ ryzyko arytmii poprzez zwigkszenie opdznienia repolaryzacji [185].

W niniejszej rozprawie zbadano ponadto wplyw trzech pochodnych naringeniny na
aktywno$¢ mitoBKca: naringeniny-TPP*, chalkonu naringeniny i 6-C-glukozydu
naringeniny. Zadna z tych substancji nie wykazata wlasciwosci aktywujacych
mitochondrialny kanat BKca. Obserwowano hamowanie aktywnos$ci mitoBKca przez kazda
z badanych pochodnych. Jedynie obecnos¢ 30 uM chalkonu naringeniny byta neutralna
wzgledem kanatlu. Naringenina-TPP* zostata zaprojektowana tak, by z uwagi na obecnos¢
jonu TPP* akumulowata si¢ w mitochondriach, co mogtoby wzmocni¢ dobroczynne skutki
dziatania naringeniny. Badania nad substancjami zmodyfikowanymi przez dodanie tego
jonu potwierdzity, ze strategia wykorzystania grupy TPP* zastosowana dla aktywatorow
mitoKatr moze sprzyja¢ ich gromadzeniu si¢ w mitochondriach i wzmacniaé
kardioprotekcyjne dziatanie mitochondrialnych aktywatoréw kanatow potasowych [186].
Jednak w przypadku naringeniny-TPP" i jej wiasciwos$ci blokujgcych kanat mitoBKca,
takich konkluzji nie mozna przedstawi¢. Prawdopodobnie taka modyfikacja naringeniny

zmienia charakter wigzania tego flawonoidu do biatka kanatowego.
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5.2.2 Luteolina i cyjanidyna jako aktywatory mitoBKca w warunkach

zredukowanych

Wystepujaca w wielu owocach, warzywach czy ziotach leczniczych, luteolina, posiada
wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe i neuroprotekcyjne
[187]. Luteolina wykazuje réwniez wysoka biodostepnos¢ po podaniu doustnym, jest
wchtaniana w dwunastnicy, jelicie czczym, a w wigkszym stopniu w okreznicy 1 jelicie

kretym [188].

Udziat luteoliny w regulacji aktywnosci kanalow potasowych jest opisany w wielu
badaniach, jednakze nie ma dotychczas doniesien wskazujacych jej wplyw na
mitochondrialne kanaty potasowe. Zaprezentowane w niniejszej rozprawie wyniki,
dotyczace $rodbtonka naczyniowego, sa zatem pierwszymi. W toku przeprowadzonych
badan, nie dowiedziono jednoznacznego wptywu luteoliny na kanat mitoBK.. w warunkach
kontrolnych tzn. w obecnosci 100 pM Ca?*. W tym przypadku wplyw luteoliny okre$lono
jako neutralny.

W literaturze opisano, ze luteolina ma zdolno$¢ do rozluzniania naczyn krwiono$nych, co
udowodniono w modelu szczurzych pier§cieni aortalnych pozbawionych warstwy komorek
srodbtonka. Efekt ten przypisano aktywacji plazmatycznych kanalow BKca, jak rowniez
kanalow potasowych zaleznych od ATP [189]. W innych pracach wykazano, ze luteolina
dziatajac na kanaly potasowe bramkowane napigciem rozluznia szczurze t¢tnice wiencowe
i dzigki temu jako suplement diety moze zapobiega¢ skurczowi tych naczyn [190]. Luteolina
ponadto hamuje ruchliwo$¢ migsni gladkich okreznicy (ruchy perystaltyczne) co wigze si¢
z kolei z kanatami wapniowymi. Zaobserwowano, ze w wyniku dziatania luteoliny, znacznie
zmniejszyt si¢ przepltyw pradow wapniowych, co udowodniono technika patch-clamp na
catych komorkach pochodzacych od myszy. Co wigcej, uznano, ze flawonoid ten nie
wplywa na przeptyw jondw potasowych przez kanaty zalezne od ATP [191]. Udowodniono
takze, ze luteolina wykazuje silne wtasciwosci hamujace kanat potasowy hERG w ludzkich
komorkach embrionalnych nerki [192]. Ponadto z najnowszych doniesien wynika, Ze
luteolina jako inhibitor kanatu potasowego Kv1.3 komorek efektorowych pamigci
immunologicznej, posrednio wplywa na réznicowanie centralnych komorek tejze pamieci,

przez co w trwaty sposdb poprawia skutecznos¢ szczepionki przeciw gruzlicy [193].
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Z uwagi na brak regulacji kanalu mitoBKca przez luteoling, zaplanowano do§wiadczenia
w warunkach zredukowanego srodowiska. W tym celu zastosowano ditiotreitol (DTT). DTT
jest wykorzystywany jako zwigzek redukujacy biatka, w tym biatka kanatowe [194-196].
Dowiedziono, ze DTT hamuje aktywnos$¢ plazmatycznego kanatlu BKca, co oznacza, ze
w warunkach zredukowanych prad potasowy nie przeptywa przez kanat [197]. Warto tez
wspomnie¢, ze efekt DTT zastosowanego na catych komorkach prowadzi do depolaryzacji
btony mitochondrialnej i zwigkszenia syntezy RFT [198]. Wiadomo, ze RFT to powstajace
glownie w mitochondriach: anionorodnik ponadtlenkowy (O27), rodnik nadtlenkowy
(RO?"), rodnik hydroksylowy (HO"), rodnik alkoksylowy (RO"), tlen singletowy (*O2) oraz
nadtlenek wodoru (H20>) [199]. Zbyt wysoki poziom RFT moze prowadzi¢ do dysfunkcji
mitochondriéw [200,201]. Zwazywszy na powyzsze, uzyskane wyniki $wiadczace
0 aktywacji kanalu mitoBKca pod wptywem luteoliny, w warunkach zredukowanych, moga
sugerowaé jej ochronny wplyw na mitochondria, przed ich dysfunkcja spowodowang

osiggnigciem zbyt wysokiego stezenia RFT.

Jedna z wiasciwosci, obecnej powszechnie w owocach 1 warzywach, cyjanidyny jest
dziatanie przeciwcukrzycowe, w tym réwniez pobudzajace wydzielanie insuliny. Wykryto
jej obecno$¢ w przestrzeni wewnatrzkomoérkowej komorek B trzustki. Badania sugeruja, ze
cyjanidyna dyfunduje przez blon¢ plazmatyczng prowadzac do aktywacji kanatow
wapniowych typu L, a co z kolei poprzez zwigkszenie wewnatrzkomorkowego stezenia
jonow Ca?*, stymuluje wydzielanie insuliny [202]. Obecnie brakuje doniesien sugerujacych
udziat cyjanidyny w modulacji aktywnosci kanatow potasowych z btony plazmatycznej czy

tych obecnych w wewngtrznej btonie mitochondrialne;.

W wyniku przeprowadzonych badah dowiedziono, ze w warunkach kontrolnych cyjanidyna
wykazuje wlasciwie dziatanie hamujace na kanatl mitoBKca w modelu komorek EA.hy926.
Poczatkowo obserwowano nieznaczng aktywacje, po chwili zas hamowanie. Podobnie jak
w przypadku luteoliny, wykorzystano w badaniach zredukowane srodowisko reakcji tzn.
w obecnosci DTT. Co ciekawe, w tych warunkach cyjanidyna spowodowata znaczacy
wzrost prawdopodobienstwa otwar¢. Efekt ten obserwowano zaréwno w préobie z DTT, jak
réwniez po jego odplukaniu — w warunkach kontrolnych. Uzyskany efekt byt odwracalny.
Swiadczyé to moze o korzystnych wlasciwosciach cyjanidyny na mitochondria

w warunkach zredukowanych.

122



W kontekscie powyzszych wnioskow, cieckawym wydaje si¢ fakt, Ze metabolit cyjanidyny —
cyjanidyno-3-glukozyd, hamuje syntez¢ RFT indukowang przez ATP poprzez inhibicje
depolaryzacji mitochondriéow spowodowana naptywem jonéw Ca?* [203]. W innej pracy
dowiedziono takze, ze metabolity tego flawonoidu, wystepujace np. w ekstraktach
I napojach ziotlowych z hibiskusa (Hibiscus sabdariffa L.) posiadaja dziatanie rozluzniajace
naczynia krwionos$ne zwigzane z modulacja aktywnos$ci kanatu wapniowego, co jest

korzystne w przypadku nadcisnienia [204].

5.2.3 Regulacja kanalu mitoBKca przez kwercetyne, izoramnetyne i paksyline

Kwercetyna posiada korzystne dla wielu organizméw witasciwosci. Nalezg do nich m.in.
silne dziatanie przeciwutleniajgce, ochronne przed promieniowaniem, przeciwzapalne czy
przeciwcukrzycowe [205-207]. Potwierdzono je wielokrotnie w badaniach na liniach
komoérkowych, a takze w modelach zwierzecych i w badaniach klinicznych, podczas ktérych
zweryfikowano bezpieczenstwo jej stosowania, gdyz nie zaobserwowano efektow
toksycznych ani skutkéw ubocznych [128]. Stwierdzono, ze moze mie¢ korzystny wptyw na
organizm poprzez dziatanie przeciwnowotworowe [208-211] Oraz pozytywnie wptywa na

uktad krazenia poprzez obnizenie ci$nienia krwi [212,213].

Przedstawione w rozprawie wyniki po raz pierwszy wskazuja, ze jednym ze szlakdéw
cytoprotekeji indukowanej kwercetyng jest szlak mitochondrialny zwigzany z udzialem
aktywacji mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego
przez jony wapnia (kanal mitoBKca). Wzrost prawdopodobienstwa otwar¢ tego kanatlu
w $rodbtonku pod wptywem kwercetyny osigga bardzo wysoki poziom (P, okoto 90 %)
[214]. Do tej pory nie zaobserwowano tak wysokiej aktywacji przez dotad poznane
aktywatory (syntetyczne). Na przyktad naringenina w komorkach srodblonka, w tych
samych warunkach, nie aktywowala go tak silnie jak kwercetyna. P, kanatu bylo na
poziomie okoto 55 % przy -40 mV [170]. Podobnie, w przypadku modelu ludzkich
fibroblastow skoérnych, prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu wynosito okoto 65 % [77].
Wykazano réwniez, ze kwercetyna moze aktywowac plazmatyczny kanat BKca poprzez
zwigkszong syntezg cytozolowego H>O2 w szczurzych tegtnicach wiencowych [215] oraz
w ludzkich komérkach raka pecherza moczowego, gdzie aktywacja ta ostabiala wzrost

komorek nowotworowych [216]. Obie grupy wskazujg na aktywacj¢ BKca przez kwercetyne
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tylko na pradach potasu wyptywajacych z komorki, co w rzeczywisto$ci wigze si¢ ze
spadkiem stgzenia jonow potasu w cytozolu i np. wzrostem stezenia reaktywnych form tlenu
[215]. Ponadto aktywacja plazmatycznego kanatu BKca obserwowana byta przy znacznie
wyzszych stezeniach kwercetyny niz miato to miejsce dla kanalu mitoBKca obecnego
W mitochondriach ~ §rédbtonka. Otrzymane w rozprawie wyniki wskazuja na
kilkudziesigcioprocentowy wzrost aktywacji kanatu mitoBKca W obecnosci kwercetyny
w stezeniu od 3 pM. Obserwowane natomiast efekty aktywacji plazmatycznego kanatu BKca
przez grup¢ Kim 1 wsp., ktore byty statystycznie istotne, odpowiadajg stezeniom kwercetyny
powyzej 30 uM [216], za$ te wedtug badan przedstawionych w rozprawie, mogg indukowac
nekrozg. Moze to oznaczad, ze 3 pM kwercetyna aktywuje mitochondrialny kanal BKca,
podczas gdy ten z blony plazmatycznej pozostaje nieaktywny. Roznice te moga wynikac np.
z otoczenia lipidowego, obecnosci partnerow biatkowych czy tez podjednostek
regulatorowych kanalu BKca. Dodatkowo, zidentyfikowano miejsce wewnatrz poru
plazmatycznego kanatu BKca — Thr-353 (Treonina-353) jako kluczowe dla wigzania Kilku
flawonoidow, w tym kwercetyny. Oprdcz niego wyznaczono jeszcze kilka innych miejsc
wigzania W regionach 353-360 poru kanatu [176]. Chociaz nie zidentyfikowano tych miejsc
w strukturze kanatu mitoBKca, aktualny stan wiedzy wskazuje, ze struktura kanatu

mitochondrialnego jest podobna do struktury kanatu z blony plazmatycznej [73].

Powyzsze informacje dotyczace wigzania kwercetyny do kanatu BKca moga czg$ciowo
wyjasnia¢ zjawisko braku blokowania mitoBKca przez paksyling po jego aktywacji
w wyniku zastosowania kwercetyny. Paksylina jest kanonicznym inhibitorem kanatu
mitoBKca [55,143,217-219] i wykorzystywana jest rowniez do charakterystyki
farmakologicznej kanatow typu BKca w doswiadczeniach, np. patch-clamp. Dotychczas
w literaturze nie opisano danych, $wiadczacych o braku blokowania kanalu BKca przez
paksyline. Natomiast znanych jest kilka dodatkowych faktow, ktore wydaja si¢ istotne dla
zrozumienia obserwowanych rezultatéw. W 2014 roku w badaniach przedstawiono teze,
zgodnie z ktora im wigksza aktywacja kanalu, tym mniejsze prawdopodobienstwo
blokowania aktywnosci kanatu przez paksyline. Zhou i wspotpracownicy wykazali wtedy,
ze hamowanie jest odwrotnie proporcjonalne do prawdopodobienstwa otwar¢ kanalu BKca
1 jest catkowicie znoszone przez warunki, ktore zwiekszaja Po, nawet przy statej obecnos$ci
paksyliny [144]. Ponadto, ta sama grupa opublikowata dane okreslajace miejsce Gly-311
wigzania paksyliny w porze kanatu BKca. Udowodniono, Ze paksylina jest w stanie zwigzac

si¢ z kanatlem tylko wtedy, gdy ten znajduje si¢ w stanie zamknigtym (nalezy pamigtac, ze
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aktywnos$¢ mitoBKca to ciaggle otwieranie si¢ i zamykanie; im wigcej otwaré jest
rejestrowanych, tym kanat jest bardziej aktywny i tym wyzsze jest prawdopodobienstwo

jego otwarc) [145].

Biorgc pod uwage powyzsze, czyli miejsce wigzania kwercetyny i paksyliny oraz
informacj¢, ze w przypadku wysokiej aktywacji kanalu jego hamowanie przez paksyling
moze by¢ nieskuteczne, pojawia si¢ prawdopodobny mechanizm obserwowanego zjawiska.
Ot6z, przypuszczalnie, aby zablokowa¢ przeptyw jonéw potasu przez kanat, paksylina musi
zwigza¢ si¢ w miejscu poru kanatu, ktére jest bardzo blisko miejsca, w ktérym wigze si¢
kwercetyna. Tak wigc, gdy kwercetyna jest obecna przed podaniem paksyliny, ta ostatnia
nie jest w stanie dotrze¢ do swojego miejsca wigzania, zwigzac si¢ i zahamowa¢ kanat.
Wynika to prawdopodobnie ze stosunkowo bliskiej odlegtosci migdzy tymi dwoma
miejscami wigzacymi. Jest to prawdopodobnie spowodowane tym, ze kwercetyna jest na
tyle duza czasteczka i stanowi zawade przestrzenng w wigzaniu paksyliny. Thumaczytoby to
réwniez informacje z 2014 roku o braku hamowania kanatu przez paksyling, gdy jest on
zaktywowany na wysokim poziomie. Proponowana hipoteza opiera si¢ na zjawisku wigzania
paksyliny z mitoBKca tylko w stanie zamknigtym. Aktywacja kanatu na poziomie 90 % po
podaniu kwercetyny drastycznie zmniejsza prawdopodobienstwo wigzania paksyliny
z kanatem; wysoka aktywacja zapobiega zahamowaniu kanatu; blisko$¢ miejsc wigzania
obu czasteczek, a wreszcie rozmiar kwercetyny moze stanowi¢ zawadg przestrzenng dla

wigzania paksyliny w pozycji Gly-311.

W celu potwierdzenia powyzszych rozwazan, wykonano doswiadczenia z innym
flawonoidem, bardzo podobnym strukturalnie do kwercetyny. Wybrano izoramnetyng, ktora
rozni si¢ od kwercetyny jedng zastgpiong grupa hydroksylowa na grupg metoksylowa
w pozycji 3' pierscienia B (Rycina 67).
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KWERCETYNA IZORAMNETYNA

Rycina 67 Wzory strukturalne kwercetyny i izoramnetyny. Na czerwono zaznaczono réznice w budowie
Z uwagi na grupy chemiczne.

Izoramnetyna jest zwigzkiem wystgpujacym w owocach rokitnika zwyczajnego (Hippophae
rhamnoides L.) oraz w lisciach mitorz¢bu dwuklapowego (Ginkgo biloba L.). Jego
wlasciwosci okreslane sg jako przeciwutleniajace, przeciwadipogenne, przeciwzapalne czy
ostabiajace proliferacje komorek nowotworowych [220]. Wykazano, ze w uktadzie sercowo-
naczyniowym petni role¢ w hamowaniu przerostu mi¢$nia sercowego i niewydolnosci serca
jako efekt hamowania szlaku sygnatlowego kinazy 3-fosfatydyloinozytolu-AKT [221]. Jak
wykazano w niniejszej rozprawie, izoramnetyna, w przeciwienstwie do kwercetyny, nie
aktywuje kanatlu mitoBKca w mitochondriach komorek $rodbtonka naczyniowego. Jej
dziatanie okreslono wiec jako neutralne wzgledem aktywnosci kanatu. Dodatkowo,
obecno$¢ izoramnetyny nie wptywa na blokowanie kanatu przez paksyling. Obserwowano
catkowite blokowanie aktywnos$ci kanatu mitoBKca przez paksyling w obecnos$ci
izoramnetyny. Ponadto nie wplywa na potencjal blony mitochondrialnej. Zatem
modyfikacja jednej grupy chemicznej w strukturze flawonoidu wptywa na wiasciwosci
farmakologiczne danego zwigzku wzgledem kanatu mitoBKca. Wydaje sig, ze grupa —OH
w pozycji 3’ pierscienia B kwercetyny jest odpowiedzialna za aktywacj¢ kanatu mitoBKca

oraz braku blokowania kanatu przez paksyling.

Innym efektem, ktory zaobserwowano, jest mozliwo$¢ zahamowania kanatu przez paksyline
(po aktywacji kwercetyng), po obnizeniu stgzenia wapnia z 100 uM do 1 uM. Kanat
mitoBKca jest regulowany przez wapn - przy braku jonow Ca?* kanat zamyka sie i nie
obserwuje si¢ jego aktywnosci [71,82]. Wtedy zmiana konformacji biatka kanalu moze
spowodowa¢ wypchnigcie czasteczki kwercetyny. Po przywroceniu warunkéw kontrolnych
(100 uM Ca?*, bez kwercetyny) zaobserwowano wzrost aktywnosci kanatu mitoBKca.
Obserwacja ta jest typowa w przypadku zmian stezenia Ca®*. Podana wowczas paksylina
blokuje aktywnos$¢ kanatu, podobnie jak w przypadku kiedy kanat nie byt aktywowany przez
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kwercetyne (Rycina 13). Whasciwosci aktywacyjne kwercetyny wzgledem kanatu mitoBKca
obserwowano réwniez W innym doswiadczeniu, gdzie po zahamowaniu kanatu przez
paksyling, podanie 10 uM kwercetyny spowodowato aktywacje¢ kanalu. Obecnie nie ma
danych wskazujacych by blokowanie kanatu przez paksyling znosit aktywator [71,72,222].
Mechanizm tego zjawiska nie jest jeszcze znany, natomiast by¢ moze czasteczka kwercetyny
jest w stanie wyprze¢ czasteczke paksyliny z poru kanatu lub dodatkowo zwigzaé si¢
w innym miejscu (np. poza porem kanalu) z uwagi na korzystne energetycznic wigzania
czgsteczki do biatka kanatu. Moze to prowadzi¢ do zmian w konformacji kanatu w celu jego
otwarcia 1 odfgczenia czasteczki paksyliny. Dowiedziono, ze np. bakteryjny kanat BKca
moze ulega¢ zmianom konformacyjnym pod wptywem jonéw wapnia [223], wiec by¢ moze

réwniez jest to mozliwe w wyniku dziatania innych substancji, np. kwercetyny.

5.3 Wplyw flawonoidéw na potencjal blony mitochondrialnej i oddychanie

komorkowe

Aktywacja mitochondrialnych kanatéw potasowych wplywa na zmiany potencjatu
wewnetrznej blony mitochondrialnej. Naptyw jondw potasu do ujemnie natadowanej
macierzy mitochondrialnej powoduje depolaryzacje mitochondriow [224-226]. Subtelna
regulacja aktywno$ci mitochondrialnych kanatow potasowych jest konieczna aby unikna¢
gwaltownych zmian potencjatu btonowego mitochondriéw [227]. Samo zjawisko duzej
depolaryzacji mitochondriéw nie jest zjawiskiem korzystnym, jednakze naptyw kationow
jest ,rownowazony" np. przez wyptyw protonow w tancuchu oddechowym [226,228].
Utrzymanie prawidtowej homeostazy jonowej zapobiega osmotycznym zmianom objetosci
mitochondriow. Dodatkowo naptyw jonéw K* wplywa na synteze ATP i zwieksza
oddychanie mitochondrialne [229]. Z drugiej strony, hamowanie naptywu potasu (np. przez
inhibitory mitochondrialnych kanatow potasowych) sprzyja zwigkszonej hiperpolaryzacji
mitochondriow, a to z kolei wplywa na syntez¢ RFT [230]. Zatem zwickszenie
prawdopodobienstwa otwaré mitochondrialnych kanatéw potasowych przez aktywatory
indukuje depolaryzacje wewngtrznej blony mitochondrialnej oraz przyspieszenie
oddychania, z kolei ich blokowanie powoduje hiperpolaryzacje [231]. Z drugiej strony,
zmiana aktywnos$ci kanalow napigciowo-zaleznych w przypadku depolaryzacji wigze si¢

roOwniez z zmianami konformacyjnymi prowadzacymi do otwarcia tych kanatow [226]. By¢
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moze ta wielowymiarowa regulacja moze by¢ jednym z elementéw ztoZzonego zjawiska

jakim jest cytoprotekcja.

Powyzsze obserwacje potwierdzono miedzy innymi dla NS11021, aktywatora kanatu
mitoBKca. Aktywacja tego kanatu przez NS11021 w mitochondriach ameby Dictyostelium
discoideum spowodowata zarowno depolaryzacje wewngtrznej btony mitochondrialnej, jak
réwniez wzrost oddychania [232]. Podobne wyniki otrzymano pod wplywem NS11021
i NS1619, w modelu $rodbtonka naczyniowego linii EA.hy926. Efekty te byly znoszone
przez paksyline, inhibitor mitoBKca [233].

W wyniku przeprowadzonych badan dowiedziono, ze kwercetyna depolaryzuje
mitochondria, co koreluje z powyzszymi rozwazaniami. Rowniez dla naringeniny
zaobserwowano nieznaczng depolaryzacje. Oba te flawonoidy ponadto przyspieszaja
oddychanie komoérek $rodblonka naczyniowego. Dla kwercetyny potwierdzono to
w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem komorek, gdzie w stezeniu 30 pM
odnotowano istotny statystycznie wzrost oddychania mitochondrialnego. Naringenina
natomiast zwigksza zuzycie tlenu w do§wiadczeniach na izolowanych mitochondriach [170].
Warto zauwazy¢, ze analog kwercetyny, izoramnetyna, nie spowodowata depolaryzacji ani
hiperpolaryzacji wewngtrznej btony mitochondrialnej. Nie obserwowano réwniez
przyspieszenia czy spowolnienia oddychania komoérek EA.hy926 w obecnosci tego
zwigzku. Izoramnetyna ponadto nie wptywala na zmiany aktywnos$ci kanatu mitoBKca. Jako
dodatkowy element odniesienia, wykonane eksperymenty dotyczace potencjatu
mitochondriow pod wptywem NS11021, sa zbiezne z wynikami juz opublikowanymi [233].
Kontrolg pozytywng w eksperymentach z JC-10 byt rozprzegacz mitochondriow - FCCP
[234,235], ktory wraz ze wzrostem stgzenia bardziej depolaryzowal wewngtrzng blong
mitochondrialng. W przypadku cyjanidyny i luteoliny nie zaobserwowano depolaryzacji
mitochondriéw, za§ naringenina-TPP* wykazata zdolno$¢ do zwigkszania ujemnego

potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej — hiperpolaryzacji.

Dla naringeniny juz wczesniej zaobserwowano depolaryzacj¢ wewnetrznej blony
mitochondrialnej 1 zwigkszenie oddychania takze w innej linii komérkowej — ludzkich
fibroblastach skérnych [77]. Podobne zmiany w potencjale mitochondriéw pod wplywem
naringeniny potwierdzono tez w organellach izolowanych z serc jednorocznych szczurow
[81]. Naringenina ponadto moze akumulowac si¢ w mitochondriach, co opisano w modelach

komorek glejaka oraz fibroblastow [236]. Co ciekawe, kwercetyna rowniez posiada takie
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zdolnosci. Udokumentowano jej akumulacj¢ w mitochondriach ludzkich limfoblastow T czy
jadrach komorkowych $rodblonka 1 nerwiaka niedojrzatego. Potwierdzono takze
bezposrednie oddziatywanie kwercetyny z blonami mitochondrialnymi, wplywajac tam np.

na produkcj¢ ATP [237].

5.4 Rola flawonoidow w procesach apoptozy, nekrozy i migracji komorek

Wykazano, ze mitochondrialne kanaty potasowe sa zaangazowane W regulacje procesu
apoptotycznej $mierci komorki. Zmiany w potencjale wewnetrznej btony mitochondrialne;j
w wyniku modulacji aktywnosci kanatow kontroluja syntez¢ RFT. Nieregulowany, wysoki
poziom reaktywnych form tlenu, z kolei powoduje uwolnienie cytochromu ¢ i w nastgpstwie

tego, apoptoze [226].

Eksperymentalnie dowiedziono, ze aktywacja kanalu mitoBKca chroni serce przed $miercig
komorek wskutek niedokrwienia, obnizajac syntez¢ RFT. Ponadto w modelu zwierzecym,
Z delecjg kanatu mitoBKc,, W tych samych warunkach, nie zaobserwowano ochrony przed
uszkodzeniem komorek prowadzacym do ich $mierci [226]. Co wigcej, mutacja w obrebie
kanatu BKca powodujaca utratg jego funkcjonalno$ci przyczynia si¢ do rozwoju ataksji
mozdzkowej, co obserwuje si¢ w dysfunkcji mitochondridow i ograniczonej zywotnos$ci

komorek [167].

Uzyskane rezultaty potwierdzaja dobroczynny udziat aktywacji kanatu mitoBKca W modelu
komorek srodblonka linii EA.hy926. Wykazano brak toksycznosci naringeniny,
naringeniny-TPP™, cyjanidyny, luteoliny i kwercetyny. Zwigzki te nie indukowaty apoptozy.
Co wigcej, kazdy z nich, poza cyjanidyng, zaleznie od st¢zenia, ochraniat komorki
srédblonka przed $miercig wskutek apoptozy powodowanej przez TNF/CHX. Potwierdza to
fakt, ze aktywatory mitochondrialnych kanatow potasowych, ktorymi sg te flawonoidy,
zapobiegajg apoptotycznej $mierci komoérek. Wyniki odniesiono do jednego z klasycznych
aktywatorow kanatu mitoBKca — NS11021, ktory nie indukowat apoptozy i podobnie jak
naturalne, nowo odkryte aktywatory, ochraniat komorki §rodblonka naczyniowego przed
uszkodzeniami wywotywanymi przez TNF/CHX. Wyjatkiem jest pochodna TPP*
naringeniny, gdzie wykazano jej efekt hamujacy kanat mitoBKca, z kolei zaobserwowano,
ze ochrania komorki przed apoptoza. W tym przypadku, mechanizm ochronny moze

wynika¢ z interakcji z innymi biatkami. Podobne efekty obserwowano w obecnosci
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paksyliny. Dowiedziono, ze paksylina, jako znany inhibitor kanatu BKca, wykazuje
wlasciwosci ochronne wzgledem komorek zwigzane z wptywem na homeostaze wapniowa

[238].

Z kolei w kontek$cie nekrozy uwaza si¢, ze aktywacja mitochondrialnych kanatow
potasowych regulowanych ATP, ostabia dysfunkcje srodbtonka i zmniejsza skale procesu
martwicy (nekrozy) migs$nia sercowego. Co wiecej, blokowanie kanatow ATP — zaleznych
nasila nekroze naczyn mikrokrazenia [239], za$ ich aktywacja zwigzana jest z przywrdceniem
wlasciwego potencjalu btony mitochondrialnej w przypadku jego obnizenia, co ochrania
komorki przed indukcja nekrozy [240]. Zmiana aktywnos$ci kluczowych biatek
mitochondrialnych, do ktérych niewatpliwie zalicza si¢ mitochondrialne kanaty potasowe,
jest Scisle powigzana z regulacja apoptozy i nekrozy — ich aktywacja zmniejsza skale

indukcji tych procesow [241].

Badane w ramach niniejszej rozprawy flawonoidy nie indukowaty nekrozy, poza kwercetyng
w stezeniu 30 puM, gdzie proces martwicy byl zauwazalny. Podobnie jak w przypadku
apoptozy, dowiedziono, ze naringenina i kwercetyna ochraniaja komorki EA.hy926 przed
$miercig nekrotyczng. Ten sam rezultat uzyskano dla naringeniny-TPP*, ktdra jako inhibitor
kanatu mitoBKca, powinna raczej promowac nekrozg, a nie ochrania¢ przed nig. Mechanizm
tej ochrony nie jest znany, jednak moze by¢ kojarzony z aktywacja innych szlakow
cytoprotekcji, niezaleznych od kanalow potasowych. Z kolei NS11021, jako aktywator
kanalu mitoBKca, nie indukowat nekrozy i rowniez wykazat zdolno$¢ ochrony komorek
przed $miercig nekrotyczng. Efektow ochronnych przed nekroza nie zaobserwowano dla
cyjanidyny i luteoliny, zwigzkéw dla ktorych nie potwierdzono wiasciwosci aktywujacych
kanal mitoBKca W warunkach kontrolnych, a jedynie w zredukowanych. By wyjasni¢ role

redukcji sSrodowiska, w regulacji kanatu przez flawonoidy, potrzebne sg dalsze badania.

Nie mozna ponadto wykluczy¢ udziatu mitochondrialnych kanatéw potasowych w migracji
komorek. Zaobserwowano to w teécie zarastania rysy, ktory pozwala oceni¢ wptyw réznych
substancji na tempo migracji komoérek [242]. Naringenina, luteolina i kwercetyna
w stezeniach mikromolowych przyspieszaty migracje komorek $roédbtonka naczyniowego.
Wzrost migracji komérek w wyniku dziatania kwercetyny wykazano takze w komorkach
srodblonka zyty pepowinowej, gdzie hamowanie migracji pod wptywem wysokich stezen
glukozy zostato odwrocone przez kwercetyne [243]. Do tej pory wpltyw kwercetyny na

procesy migracji komorek zostal potwierdzony réwniez w przypadku komorek
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nowotworowych, a zwigzane z tym zahamowanie tego procesu zmniejszylo zdolnos¢ tych
komorek do przerzutdw [244,245]. Naringenina takze jest w stanie spowalnia¢ migracje
komorek nowotworowych moézgu, sutka czy ptuc [246-248], podobnie jak luteolina moze
ogranicza¢ inwazje i migracje komorek raka prostaty, mozgu i innych [249-251], a cyjanidyna
zapobiega¢ przerzutom raka nerki [252]. W badaniach przedstawionych w niniejszej
rozprawie doktorskiej przyspieszenia migracji komorek przez naringening, luteoling
i kwercetyne, prawdopodobnie nie mozna jednoznacznie przypisa¢ tylko aktywacji kanatu
mitoBKca. Dostepna literatura sugeruje istotng rol¢ kanalow potasowych w migracji
komorek [253,254]. By¢ moze, kanaty BKca z blony plazmatycznej oraz mitochondrialne
kanaty BKca, 53 cze$ciowo odpowiedzialne za przyspieszenie migracji komorek srodblonka.
Rola mitoBKca w migracji komoérek nie zostata dotychczas zbadana. Jednak w badaniach
potwierdzono wazng role syntezy RFT i homeostazy wapnia w ruchu komorek [255,256], O
moze $wiadczy¢é o roli mitochondriow w tym procesie. Ponadto potwierdzono, ze

w procesach migracji komorek biora udziat kanaty mitoTASK-3 [257] i mitoKv1.3 [150].

Otrzymane rezultaty potwierdzaja, ze flawonoidy wykazujace wilasciwosci aktywujace
mitoBKca, przyspieszaja migracje. Te, ktore aktywuja kanat w warunkach zredukowanych,
sg neutralne lub delikatnie przyspieszaja migracj¢ (3 uM luteolina). Z kolei inhibitor, jak
naringenina-TPP*, ale tez kwercetyna w zbyt wysokim stezeniu (30 uM), ktore powigzano

juz z indukcja nekrozy, hamuja migracj¢ komorek $rodbtonka.

Warto wspomnie¢, ze flawonoidy ulegaja metabolizmowi w organizmie, gdzie podczas
wielu reakcji powstaja inne zwiazki, o nierzadko odmiennych wtasciwosciach. Metabolizm
flawonoidow zachodzi gtéwnie w watrobie 1 jelitach, za$ na procesy metaboliczne moze
wptywac wiele czynnikow, nawet wiek czy pte¢ [258]. Jest to bardzo szeroki temat, jednakze
z uwagi na jego wplyw na pochodzace z produktéw spozywczych flawonoidy, nie mozna go
poming¢. Obserwowane efekty flawonoidéw na poziomie ich interakcji z kanatem
(mierzonej technikg patch-clamp) sg bezsprzeczne i przypisane tylko do tych substancji, to
samo dotyczy eksperymentow oddychania na izolowanych mitochondriach. Aczkolwiek,
efekty obserwowane na komoérkach mozna taczyé ze wspodldzialaniem metabolitow
flawonoidow powstalych w wyniku trawienia z pozywienia, ale i metabolizmu
komodrkowego. W przedstawionych w niniejszej rozprawie do$§wiadczeniach nie badano
metabolizmu flawonoidéw, gdyz nie prowadzono badan in vivo. Nie mozna wykluczy¢
jednak, ze obserwowane efekty sa wynikiem kumulacji wpltywu zarowno samego

flawonoidu jak i jego metabolitow na komorke, mitochondria czy nawet kanat mitoBKca.
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Wiadomo natomiast, ze kwercetyna moze wystgpowa¢ W stanie wolnym
(niezmetabolizowanym) w organizmie cztowieka, gdyz jej obecnos¢ potwierdzono w osoczu
[259]. Ponadto powstaje w organizmie w wyniku metabolizmu izoramnetyny czy innych
metylowanych i glukuronidowych pochodnych, zas w toku metabolizmu kwercetyny moze
powsta¢ m.in. naringenina [237]. Naringenina jest rowniez aktywnym metabolitem naringiny
[260], a podawana na skore moze si¢ wchiania¢ w jej glebokie warstwy [77]. Najczesciej
wystepujgcymi metabolitami cyjanidyny sg z kolei jej glikozydy [261], podobnie jak
w przypadku luteoliny, cho¢ najlepiej przyswajalng jej formg u szczuréw jest jej forma
niezmetabolizowana [262]. Nie mozna zatem wykluczy¢ udzialu metabolitow tych

flawonoidow w badanych procesach apoptozy, nekrozy czy migracji komorek.

5.5 Zmiany ekspresji genéw i poziomu bialka kanalu mitoBKca w obecnosci

kwercetyny

Jednym z wnioskéw w prezentowanej pracy jest to, ze kwercetyna znacznie aktywuje
mitochondrialny kanat potasowy (Po 0k. 90 %). Dlatego postawiono pytanie czy jej obecnos¢
wplywa ona na ekspresj¢ genow oraz poziom biatka kanatu mitoBKca oraz jego
podjednostek regulatorowych. Oceny dokonano za pomoca ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym. Wyniki wyraznie wskazywaly, Ze obecnos$¢ kwercetyny znaczaco wptywa na
ekspresje genu podjednostki regulatorowej B3 kanatu mitoBKca. Wynik ten zweryfikowano
poprzez okreslenie poziomu biatka tej podjednostki kanatu metodg Western blot. Rezultaty
potwierdzity, ze kwercetyna wplywa rowniez na wzrost poziomu biatka podjednostki B3
kanalu mitoBKca. W stosunku do gendéw pozostatych podjednostek nie odnotowano
wzrostow ekspresji, a ich spadki. Obecnie nie opublikowano badan dotyczacych regulacji
ekspresji genow mitoBKca przez kwercetyne. Opisano jednakze wptyw tego flawonoidu na
regulacje innych gendow. Na przyktad, w procesach starzenia komodrkowego kwercetyna
zwickszata ekspresje genéw LPL (lipaza lipoproteinowa, ang. lipoprotein lipase ) i KCNE2
(podjednostka regulatorowa 2 kanalow potasowych bramkowanych napigciem typu E, ang.
potassium voltage-gated channel subfamily E regulatory subunit 2), co wigzato si¢ ze
wzrostem poziomu enzymow antyoksydacyjnych i obnizeniem poziomu biatek
sprzyjajacych starzeniu [263]. Ponadto, w komorkach nowotworowych, kwercetyna
hamowata ekspresje biatek szoku cieplnego (Hsp, ang. heat shock protein) — Hsp27, Hsp70

1 Hsp90. Wysoka ekspresja tych biatek w raku piersi jest zwigzana z proliferacja komorek
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nowotworowych, zatem kwercetyna jako inhibitor Hsp, wykazuje wtasciwosci hamujace

rozwdj nowotworu [264].

Dla pozostatych badanych flawonoidow nie znaleziono prac opisujgcych ich wptyw na
ekspresje genow kanatow potasowych. Niemniej jednak, naringenina, jako inhibitor migracji
komorek nowotworowych poprzez obnizenie ekspresji genow bramkowanych napigciem
kanatléw sodowych, w komorkach raka prostaty, ograniczyla ich zdolnosci do
przerzutowania (komorki raka prostaty charakteryzuja sie nadekspresjg tego typu kanatow
sodowych) [265]. Ponadto naringenina powoduje zwigkszenie ekspresji genow zwigzanych
z termogeneza i utlenianiem tluszczow oraz wrazliwoscig na insuling, w brzusznej
podskoérnej tkance thuszczowej. Moze przez to wptywaé na przemiane ludzkiej biatej tkanki
thuszczowej w brazowo-bezowa [266]. Z Kolei inna grupa dowiodta, Ze naringenina moze
zaburza¢ ekspresje gendw makrofagdw, co nie zawsze doprowadzato do indukcji

odpowiedzi przeciwzapalnej [267].
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6. Whnioski

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen, wykazano, ze wybrane zwigzki pochodzenia
naturalnego z grupy flawonoidow  kardioprotekcyjnych  reguluja  aktywnosc¢
mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie (mitoBKca). Ponadto
dowiedziono, ze regulacja ta wplywa na zmian¢ potencjalu wewngtrznej blony
mitochondrialnej, szybko$¢ oddychania, migracj¢ oraz ochron¢ komorek przed

uszkodzeniem.

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej pozwalaja na wysnucie

whnioskOw w nastepujacych obszarach:

e Zidentyfikowano nowy, pochodzenia naturalnego, aktywator kanatu mitoBKca:
kwercetyne, ktora oprocz bezposredniego wptywu na kanal posiada wihasciwosci
ochronne komorek §rodbtonka naczyniowego przed uszkodzeniem oraz przyspiesza
ich migracje¢ i oddychanie. Ponadto wykazano, ze kwercetyna wptywa na polaryzacje
wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz ekspresje genow i biatka podjednostek
kanatu mitoBKca. Dodatkowo odkryto, ze kanal mitoBKca po aktywacji kwercetyng
nie jest blokowany przez paksyline.

e Wykazano, ze luteolina 1 cyjanidyna aktywuja mitochondrialny kanal BKca
w warunkach zredukowanych tzn. w obecnos$ci DTT, przy braku takich efektow
w warunkach kontrolnych. Prawdopodobnie stan redoks biatka kanatowego
decyduje o regulacji kanatu potasowego przez luteoling i cyjanidyne.

e Opisano aktywujacy wptyw naringeniny na kanat mitoBKca obecny w komorkach
EA.hy926. Zaobserwowano, ze naringenina ochrania komorki przed apoptoza
I nekroza oraz przyspiesza migracje komorek. Z kolei pochodne naringeniny
(naringenina-TPP+, chalkon naringeniny i 6-C-glukozyd naringeniny) wykazaty

wlasciwo$ci hamujace aktywno$¢ kanatu mitoBKca.

Whioski szczegdlowe uzyskane na podstawie otrzymanych wynikow:

1. Zidentyfikowano nowe aktywatory mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym
przewodnictwie regulowanego przez jony wapnia (kanat mitoBKca): kwercetyne

oraz naringening.
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2. Cyjanidyna i luteolina aktywowaty kanal mitoBKca W warunkach zredukowanych,
podczas gdy w warunkach kontrolnych ich role okreslono jako neutralng badz
hamujaca.

3. Pochodne naringeniny (naringenina-TPP*, chalkon naringeniny oraz 6-C-glukozyd
naringeniny) uznano inhibitorami mitochondrialnego kanalu BKca.

4. Po raz pierwszy, wykorzystujac technike patch-clamp odkryto interakcj¢ pomigdzy
kwercetyna, a paksyling. Po aktywacji kanatu mitoBKca przez kwercetyne, paksylina
nie hamowata aktywnos$¢ kanatu.

5. Wykazano, ze:

a) kwercetyna powoduje depolaryzacje wewngtrznej blony mitochondriow
w komorkach EA.hy926;

b) naringenina-TPP*  wywoluje  hiperpolaryzacje = wewnetrznej  blony
mitochondriéw w komorkach EA.hy926;

c) luteolina, cyjanidyna oraz izoramnetyna nie wptywaja na zmiany potencjatu
mitochondridow.

6. Kwercetyna przyspiesza oddychanie mitochondriow w komoérkach $rodbtonka
EA.hy926 w sposéb zalezny od wzrostu jej stezenia.

7. W badaniach cytotoksycznosci dowiedziono, ze flawonoidy w danych stezeniach nie
indukowalty $mierci apoptotycznej czy nekrotycznej. Wyjatek stanowi indukcja
nekrozy przez 30 uM kwercetyng na niskim poziomie istotnoS$ci statystycznej.

8. Kwercetyna, naringenina oraz naringenina-TPP* wplywajag na przezywalnos$¢
komorek $rodbtonka EA.hy926 w warunkach uszkodzenia indukowanego przez
TNF-o/ cykloheksymid.

9. W badaniach wykorzystujacych test zarastania rysy zaobserwowano, ze:

a) kwercetyna, luteolina i naringenina przyspieszaja proces migracji komorek;
b) inhibitor kanatu mitoBKca, naringenina-TPP* w pordéwnaniu do migracji
komorek nietraktowanych, spowolniata zarastanie rysy.

10. Obecnos¢ kwercetyny powoduje zmiany ekspresji gendéw i poziom biatka
podjednostek kanatu mitoBKca. Obserwowano wzrost ekspresji genu i poziomu

biatka podjednostki regulatorowe;j 3.

Najwazniejsze otrzymane rezultaty przedstawiono w Tabeli 8.
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Tabela 8 Podsumowanie wynikéw otrzymanych w trakcie realizacji rozprawy doktorskiej. Tabela zawiera spis
efektow wywolanych przez wybrane flawonoidy: naringening i jej pochodne (6-C-glukozyd naringeniny,
chalkon naringeniny, naringenina-TPP+) oraz flawonoidy kardioprotekcyjne (luteoling, cyjanidyne,
kwercetyng) | izoramnetyne. Objasnienia: tak (+) kolor zielony; nie (-) czerwony; brak efektu (o) niebieski; nie
okreslono (puste okienko) bialy; * - za wyjqtkiem 30 uM kwercetyny; **- obserwowano hiperpolaryzacje.

biatek kanatu mitoBKca

>
=
o=
(5]
2 | £
Flawonoid |2 |5
a =, =
— c - ©
& é S 9 © as S,
D @ c = c S D =
[e)) > o = — 0= (&) E
c c = > o = = IS
S |5 |2 |Q | & |2 |2 |8
c c S © = > = N
aktywacja kanalu mitoBKca + - 0 - 0 - + 0
aktywacja kanalu mitoBKca W + +
warunkach zredukowanych
blokowanie kanatlu mitoBKca przez | + + + + - +
paksyling w obecnosci flawonoidu
depolaryzacja blony mitochondrialne; 0 - 0 0 + 0
zwigkszenie oddychania komoérkowego + 0
indukcja apoptozy - - - - -
indukcja nekrozy - - - - -
ochrona przed apoptoza + 0 & - &
ochrona przed nekroza + + - - +
przyspieszenie migracji komérkowe;j + - + 0 +
wplyw na ekspresj¢ gendéw i poziom +
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7. Streszczenie w jezyku polskim

Choroby uktadu krazenia jako efekt nieprawidtowego stylu zycia i niezdrowej diety Czesto
prowadza do zawalu migénia sercowego, a nawet zgonu. Ostatnio coraz wigcej uwagi
poswieca sie roli mitochondrialnych kanaléw potasowych w ochronie komoérek przed
skutkami niedotlenienia lub stresu oksydacyjnego. Wykazano, ze aktywacja kanatow
potasowych obecnych w wewngtrznej btonie mitochondrialnej moze zapobiega¢ skutkom
niedokrwienia lub znacznie je ogranicza¢, indukujgc szlaki cytoprotekcyjne w komorce.
Jednak syntetyczne aktywatory kanatéw potasowych wykazuja szereg skutkow ubocznych.

Dlatego celem niniejszej rozprawy doktorskiej bvlo poszukiwanie nowych aktywatorow

mitochondrialnego kanalu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego jonami

wapnia (mitoBKca) pochodzenia naturalnego - kardioprotekcyjnych flawonoidow oraz

okreslenie ich roli w cytoprotekeii indukowanej przez aktywacje kanatlu mitoBKca. Na

podstawie literatury, do badan wyselekcjonowano kilka flawonoidéw: naringening i jej

pochodne, luteoling, kwercetyne i1 cyjanidyng.

Praca koncentruje si¢ na opisie bezposredniego oddziatywania flawonoidow
z mitochondrialnymi  kanatami potasowymi wykorzystujac technik¢ patch-clamp.
Fizjologiczna rolg regulacji kanatow potasowych obserwowano w testach migracji oraz
apoptozy i nekrozy. Z kolei bezposredni efekt mitochondriotropowy flawonoidow okreslano
poprzez ocen¢ zmian potencjalu wewngtrznej blony mitochondrialnej, oddychania

komorkowego czy ekspresji genow i biatka podjednostek kanatu mitoBKca.

W wyniku przeprowadzonych badan zidentyfikowano nowe aktywatory kanatu mitoBKca
pochodzenia naturalnego: kwercetyne i naringenine oraz aktywatory kanatu w srodowisku
zredukowanym: cyjanidyne i luteoling. Wykazano, ze pochodne naringeniny: naringenina-
TPP*, chalkon naringeniny i 6-C-glukozyd naringeniny sg inhibitorami kanatu mitoBKca.
Naringenina-TPP*, jako inhibitor mitoBKca, hiperpolaryzuje btone mitochondrialng
I spowalnia migracje komorkowa, jednakze ochrania komorki przed apoptoza i nekrozg. Dla
cyjanidyny i luteoliny nie wykazano znaczacej roli fizjologicznej. Kwercetyna i naringenina,
jako aktywatory mitoBKca ochraniajg komorki przed $miercia, przyspieszajg migracj¢ oraz
depolaryzuja wewnetrzng blong mitochondrialng. Kwercetyna dodatkowo zwigksza
oddychanie i wptywa na ekspresj¢ podjednostki 33 kanatu mitoBKca. Co ciekawe, w wyniku
aktywacji mitoBKca przez kwercetyne, paksylina nie wykazuje wiasciwosci blokujacych

aktywnos$¢ kanatu, czego nigdy wczesniej nie zaobserwowano.
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8. Streszczenie w jezyku angielskim

Cardiovascular diseases as a result of an incorrect lifestyle and unhealthy diet often lead to
myocardial infarction and even death. Recently, more and more attention has been paid to
the role of mitochondrial potassium channels in protecting cells from the effects of hypoxia
or oxidative stress. It has been shown that activation of potassium channels present in the
inner mitochondrial membrane can prevent or significantly reduce the effects of ischemia by
inducing cytoprotective pathways in the cell. However, synthetic potassium channel
activators have a number of side effects. Therefore, the aim of this dissertation was to search

for new large-conductance calcium-regulated mitochondrial potassium channel activators

(mitoBKca) of natural origin - cardioprotective flavonoids and to determine their role in

cytoprotection induced by mitoBKca channel activation. Based on the literature, several

flavonoids were selected for research: naringenin and its derivatives, luteolin, quercetin and

cyanidin.

The work focuses on the description of the direct interaction of flavonoids with
mitochondrial potassium channels using the patch-clamp technique. The physiological role
of potassium channel regulation was observed in migration, apoptosis and necrosis tests. In
turn, the direct mitochondriotropic effect of flavonoids was determined by assessing changes
in the potential of the inner mitochondrial membrane, cellular respiration or gene and protein
expression of the mitoBKca channel subunits.

As a result of the conducted research, new mitoBKca channel activators of natural origin
were identified: quercetin and naringenin and channel activators in a reduced environment:
cyanidin and luteolin. The naringenin derivatives: naringenin-TPP*, naringenin chalcone and
naringenin-6-C-glucoside have been shown to be inhibitors of the mitoBKca channel.
Naringenin-TPP™, as an inhibitor of mitoBKca, hyperpolarises the mitochondrial membrane
and slows down cell migration, but protects cells against apoptosis and necrosis. For
cyanidin and luteolin, no significant physiological role was demonstrated. Quercetin and
naringenin, as mitoBKca channel activators, protect cells against death, accelerate migration
and depolarize the inner mitochondrial membrane. Quercetin additionally increases
respiration and influences the expression of the B3 subunit of the mitoBKca channel.
Interestingly, as a result of mitoBKca activation by quercetin, paxilline does not exhibit any

channel activity blocking properties, which has never been observed before.
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