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Streszczenie w jezyku polskim

Kanaty potasowe obecne w wewnetrznej btonie mitochondrialnej zaangazowane sg
w regulacj¢ wielu procesow komodrkowych. Aktywacja mitochondrialnego kanatu
0 duzym przewodnictwie regulowanego jonami Ca?* (mitoBKcs) ochrania komorki
migs$nia sercowego i moézgu w czasie niedokrwienia/reperfuzji. Natomiast hamowanie
aktywnos$ci mitochondrialnego kanatu Kv1.3 w komoérkach nowotworowych zwigksza
ich $miertelno$¢. Doswiadczenia opisane w niniejszej rozprawie koncentrowaty si¢ na
badaniach elektrofizjologicznych 1 biochemicznych dotyczacych identyfikacji
i charakterystyki mitochondrialnego kanalu potasowego BKca W wybranych liniach
komorkowych oraz poszukiwaniu nowych skuteczynych niskoczasteczkowych
modulatoréow (aktywatoréw i inhibitoréw) aktywnosci tego kanatu. Scharakteryzowanie
nowych modulatoréow kanalu mitoBKca moze przyczyni¢ si¢ do lepszego poznania

mechanizmow prowadzacych zarowno do zjawiska cytoprotekcji jak $mierci komorek.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zidentyfikowanie mitochondrialnego
kanatu BKca w ludzkich komorkach nabtonka oskrzelowego oraz poréwnanie wptywu
zwigzkow niskoczasteczkowych na aktywnosci tego kanalu i egzogennej izoformy

VEDEC.

W pierwsze] czesci rozprawy przedstawiono wyniki badan elektrofizjologicznych
z wykorzystaniem techniki patch-clamp, ktore pozwolity scharakteryzowa¢ kanat
mitoBKca W komoérkach nabtonka oskrzelowego. Warto podkresli¢, ze jest to pierwsza
w literaturze identyfikacja mitochondrialnego kanatu potasowego w tym rodzaju
komorek. Nastepnie opisano doswiadczenia dotyczace wilasciwosci mitochondrialnej
izoformy VEDEC kanalu BKca w opracowanym modelu badawczym, komoérkach

HEK293-BK_DEC.

W nastgpnej czeSci niniejszej rozprawy zbadano wplyw niskoczasteczkowych
zwigzkow syntetycznych oraz pochodzenia roslinnego na aktywnos¢ opisanych kanatow
mitoBKca. Wykazano, ze jedna z badanych pochodnych naringeniny, 7-O-prenylo-
naringenina aktywuje kanal mitochondrialny wystepujacy endogennie w komorkach
nabtonka oskrzelowego oraz egzogennie w komorkach HEK293-BK_DEC. Stwierdzono
rowniez, ze inna pochodna flawonoidow - chalkon 4°, 5, 7 —tri-O-metylo-naringeniny,
hamuje catkowicie aktywno$¢ obu badanych kanaléw. Przeprowadzono rowniez

doswiadczenia majace na celu identyfikacje nowych inhibitoréw kanatow potasowych

14



0 strukturze zblizonej do inhibitora: paksyliny. Wyselekcjonowane zwigzki zmniejszaty
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatldéw mitoBK DEC, lecz nie tak skutecznie jak

powszechnie wykorzystywana paksylina.

Podsumowujac, w niniejszej rozprawie doktorskiej opisano nowa lokalizacje
mitochondrialnego kanatu BKca w komoérkach nabtonka oskrzelowego oraz zbadano
wiasciwosci izoformy VEDEC tego kanalu w nowo opracowanym modelu komorkowym
HEK293-BK DEC. Zaprezentowano rowniez efekt potencjalnych modulatoréw,

zwigzkow syntetycznych i pochodzenia roslinnego na aktywnos¢ kanatow mitoBKca.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Potassium channels present in the inner mitochondrial membrane are involved in the
regulation of many cellular processes. Activation of the mitochondrial large conductance
calcium regulated potassium channel (mitoBKca) protects the cardiomyocytes and brain
cells during ischemia/reperfusion. On the other hand, inhibition of the mitochondrial
Kv1.3 channel activity increases the cancer cells death. The experiments described in this
dissertation focused on electrophysiological and biochemical studies on identification and
characterization of the mitochondrial BKca channels in selected model cell lines and the
search for new low molecular weight modulators (activators and inhibitors) of this
channel activity. Characterization of new mitoBKca channel modulators could contribute

to a better understanding of the mechanisms leading to both cytoprotection and cell death.

The aim of this dissertation was to identify the mitochondrial BKca channel in human
bronchial epithelial cells and to compare the activity of this channel with the exogenous
mitochondrial VEDEC isoform of BKca channel.

The first part of the dissertation presents the results of electrophysiological studies
using the patch-clamp technique, which allowed to characterize the mitoBKca channel in
bronchial epithelial cells. It is worth noting that this is the first description of
a mitochondrial potassium channel in this type of cell in the literature. Then, experiments
on the properties of the mitochondrial VEDEC isoform of the BKca channel were
described in the new developed research model HEK293-BK_DEC cells.

In the next part of this dissertation, the influence of low molecular weight synthetic
compounds and of plant origin on the activity of the described mitoBKca channels was
examined. One of the investigated naringenin derivatives, 7-O-prenyl-naringenin, has
been shown to activate the mitochondrial channel that occurs endogenously in bronchial
epithelial cells and exogenously in HEK293-BK_DEC cells. It was also found that
another derivative of flavonoids - chalcone 4 ', 5, 7-tri-O-methyl-naringenin completely
inhibits the activity of both tested channels. Experiments were also carried out to identify
new potassium channel inhibitors with a structure similar to the channel inhibitor -
paxilline. Selected compounds reduced the open probability of the mitoBK_DEC channel
but not as effectively as the commonly used paxilline.
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In conclusion, this dissertation presents the new localization of the mitochondrial BKca
channel in bronchial epithelial cells and investigates the properties of the VEDEC isoform
of this channel in the newly developed HEK293-BK_DEC cell model. The effect of
potential new modulators, synthetic and natural compounds on the activity of mitoBKca

channels are also presented.
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1. Wstep

Blony biologiczne oddzielaja $rodowisko wewnetrzne komorki od jej otoczenia.
Zaliczmy do nich zarébwno Dblony komoérkowe oraz  blony organelli
wewnatrzkomorkowych tworzace przedziaty subkomoérkowe. Mimo réznych lokalizacji
w komorce btony biologiczne sktadajg si¢ z tych samych dwoch podstawowych
budulcoéHw: lipidéw i biatek [1]. Btony pelnig wicle funkcji zapewniajac odrebnosé
I integralno$¢ komorki. Pozwalaja utrzymaé specyficzng przestrzen w komorce
Z odmiennym niz w cytozolu $rodowiskiem. Bariera tworzona przez blony biologiczne
jest potprzepuszczalna, tzn. dzigki wyspecjalizowanym systemom transportu umozliwia
kontrolowany przeplyw substancji oraz jonow. Transport czasteczek przez blony
biologiczne zapewnia komoérce funkcjonalny kontakt ze srodowiskiem zewngtrznym oraz

jest niezbgdny w utrzymaniu proceséw zyciowych [2].

1.1. Nablonek dolnych drog oddechowych

Komorki nablonka dolnych drég oddechowych stanowig pierwszg lini¢ obrony przed
szkodliwymi czynnikami. Komorki te tworza bariere fizyczng i biologiczng oddzielajaca
wnetrze uktadu oddechowego od s$rodowiska zewnetrznego [3]. Zapobiegajac tym
samym uszkodzeniom na skutek dzialania czynnikow zewnegtrznych, np. czasteczek
pytow zawieszonych we wdychanym powietrzu lub drobnoustrojom chorobotwérczym.
Sciste utozenie komorek nabtonka oskrzelowego tworzy naturalng bariere biologiczna
uniemozliwiajaca wnikaniu patogenoéw. Inng charakterystyczng cechg jest wydzielanie
Sluzu przez komorki nabtonka, ktory umozliwia usuwanie, np. bakterii, grzybow czy
alergenow, z uktadu oddechowego. Nadmiar patogenoéw 1 substancji toksycznych moze
doprowadza¢ do uszkodzenia bariery komoérkowej w nabtonku oskrzelowym, tworzac
stany zapalne [4, 5]. Komorki nabtonka oskrzelowego w sytuacji stresowej musza
uruchomi¢ mechanizmy obronne przeciwdziatajagce $mierci. Znanym mechanizmem
protekcji komodrek serca 1 neuronow jest aktywacja mitochondrialnych kanatow
potasowych. W zwigzku z tym interesujace jest zbadanie obecno$ci kanatlow potasowych

w mitochondriach komorek nabtonka oskrzelowego.
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1.2. Rola jonéw potasu w metabolizmie komérki

Wigkszo$¢ komorek eukariotycznych posiada podobny sktad jonowy w cytoplazmie:
niskie stezenie jonow wapnia i sodu oraz wysokie stezenie jonéw potasu [6]. Stezenie
jonow K* w komorce osigga 150 mM, natomiast w przestrzeni zewnatrzkomoérkowe;j
stezenie wynosi okoto 4 mM [7, 8]. Roznica stezen jondw potasu w cytoplazmie
i srodowisku zewngtrzkomorkowym wplywa na polaryzacje blony komorkowe;j
i decyduje o powstaniu roznicy potencjatow. Zjawisko to ma fundamentalne znaczenie
w procesach komorkowych, takich jak przewodzenie impulsow nerwowych czy skurcz
mie$ni (w tym mies$nia sercowego) [9, 10]. Zmiany gradientu jonow K* moga
powodowac hiperpolaryzacj¢ lub depolaryzacje btony komorkowej [11]. Wykazano,
ze niewielkie zmiany st¢zenia jonow potasu w 0soczu krwi moga prowadzi¢ do powaznej
dysfunkcji migéni, powodujacej niewydolnos¢ oddechowsg, a nawet zatrzymanie akcji
serca [12]. Zatem regulacja transportu jonéw K" przez btone komorkows jest jednym ze

sposobow utrzymywania tzw. rOwnowagi potasowej organizmu [10].

Blony biologiczne stanowiag polprzepuszczalng bariere dla transportu czasteczek
w komorkach [2, 13]. Czasteczki nieposiadajgce tadunku elektrycznego moga
dyfundowaé przez btony zgodnie z gradientem stezen [10, 14]. Natomiast transport,
natadowanych czasteczek jest mozliwy z wykorzystaniem btonowych biatek
transportujacych, m. in.: kanatow jonowych, no$nikoéw oraz pomp. Obecnos$¢ blonowych
biatek transportujgcych umozliwia dyfuzj¢ utatwiong czasteczek zaréwno zgodnie jak

| wbrew ich gradientowi stezen [15].

Kanaly jonowe tworza pory, ktore umozliwiaja szybkie przenikanie kationow lub
anionow przez blony biologiczne. Bialka blonowe takie jak no$niki oraz pompy zapewnig
relatywnie wolniejszy transport czasteczek, zwigzany ze zmiang konformacji bialek
transportujacych [16, 17]. Dyfuzja z wykorzystaniem bialek kanatowych zachodzi
zgodnie z gradientem elektrochemicznym jondéw 1 nie wymaga dostarczenia energii.
Natomiast transport aktywny, z udzialem pomp, zachodzi z wykorzystaniem energii
uwolnionej w wyniku hydrolizy czasteczki ATP (adenozynotrifosforanu), podczas

ktérego jony przemieszczajg si¢ wbrew gradientowi stezen [18-20].

Zachowanie odpowiedniej homeostazy jonowej w komorce jest niezbgdne do
prawidlowego jej funkcjonowania. Wewnatrzkomorkowe i zewnatrzkomodrkowe stgzenie
jondéw potasu jest znaczaco rozne, dlatego do utrzymania tej roznicy wymagany jest
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transport aktywny. W 1957 roku odkryta zostata pompa sodowo-potasowa (Na*-K*-ATP-
aza), znajdujaca si¢ w blonie plazmatycznej] w zdecydowanej wigkszosci komorek
eukariotycznych [21-23]. Pompa sodowo-potasowa katalizuje transport jonéw Na* i K*
przez blone wbrew gradientowi ich stezen. Pompuje ona 3 jony sodu z komorki i 2 jony
potasu do komorki, zuzywajac energi¢ z hydrolizy 1 czasteczki ATP [24, 25]. Pompa
sodowo-potasowa utrzymuje wyzsze stezenie jonow potasu w komorce oraz wyzsze
zewnatrzkomoérkowe stezenie jonéw sodu. Gradient stezen tych jonow ma kluczowe
znaczenie, miedzy innymi dla procesow metabolicznych zachodzacych w komoérkach

oraz jest niezbedny w stabilizowaniu spoczynkowego potencjalu btonowego komodrek
[26].

Kanaly potasowe umozliwiaja selektywny transport jonéw potasu zgodnie
z gradientem elektrochemicznym. Kanaly potasowe wystepuja w wigkszosci typow
komorek eukariotycznych oraz stanowia najliczniejsza rodzine blonowych biatek
transportujacych [27]. Aktywacja kanalow potasowych umozliwia szybki i selektywny
transport jonow potasu z komoérki do przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, wptywajac tym
samym na zmian¢ potencjalu blonowego, powodujac hiperpolaryzacje blony
komorkowej [28]. Kanaly te sg zatem niezbedne dla funkcjonowania komorek
pobudliwych, takich jak kardiomiocyty, neurony. Jednak sa rowniez zaangazowane

w wiele procesow w komorkach niepobudliwych [29].

Ponadto, jony potasu wplywaja na funkcje komorki, miedzy innymi przez regulacje
bialek zaleznych od jondéw jednowartosciowych. Na przyklad enzym bioracy udziat
w glikolizie - kinaza pirogronianowa, przeksztalcajaca fosfoenolopirogronian do
pirogronianu i ATP, wymaga do przeprowadzenia reakcji obecnosci jondw potasu [30].
W ostatnim czasie wykazano rowniez, ze dziatanie katalityczne innego enzymu —
heksokinazy, bioracego udziat w glikolizie, jest takze zalezne od jonow K.
Udowodniono, Ze proces katalizowany przez ten enzym, czyli fosforylacja glukozy do

glukozo-6-fosforanu jest znacznie utrudniony, kiedy jony potasu sa nieobecne [31, 32].

Kanaty potasowe, oprocz btony komoérkowej, obecne si¢ réwniez w btonach organelli
wewnatrzkomorkowych, takich jak, np. jadro komorkowe, siateczka $rdédplazmatyczna
oraz mitochondria. Kanaly jonowe w blonach przedziatbw subkomorkowych

umozliwiajg transport jonéw potasu do wnetrza organelli. Jony K™ w organellach
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komorkowych zaangazowane sg w prawidlowe funkcjonowanie komorki. Udziat tych

jonow w procesach komorkowych opisano w dalszej czgséci rozprawy.

Siateczka $rodplazmatyczna to wewnatrzkomorkowe organellum, odpowiedzialne
glownie za synteze, faldowanie i dojrzewanie biatek [33]. Inng funkcja siateczki jest
magazynowanie jondw wapnia, ktorych stezenie jest 1 000 — 10 000 razy wigksze niz
w cytozolu. Wysokie st¢zenie jonéw wapnia w siateczce $rodplazmatycznej jest
niezb¢dne do dziatania enzymoéw, podczas faldowania biatek [34]. Funkcje siateczki
srédplazmatyczne] mogag by¢ zaklocone przez naptyw jonow potasu. Ich nadmiar
uniemozliwia gromadzenie jonéw wapnia, w konsekwencji powodujac dysfunkcje

enzymow [35].

Inng strukturg wewnatrzkomoérkowa, w ktorej blonach zidentyfikowano kanaty
potasowe to wewnetrzna btona jadra komoérkowego [36]. Wykazano, ze jony potasu
obecne w jadrze komodrkowym stabilizujg struktury przestrzenne, wytworzone przez
sekwencje bogate w guaning, umozliwiajac oddzialywanie tancuchow G-kwadruplekséw
mi¢dzy sobg [37]. Kolejng funkcjg jondw potasu obecnych w jadrze komorkowym jest
regulacja aktywnosci czynnikow transkrypcyjnych. Na przyktad, wykazano, ze jony K*
wplywaja na transkrypcje niektorych genow [38, 39].

Mitochondria to kolejne organelle subkomérkowe w btonach ktérych zlokalizowane
sa kanaty potasowe. Obecno$¢ jonéw potasu w mitochondriach ma kluczowa role dla
funkcjonowania komorki [40]. Ponizej opisano budowg mitochondriow oraz znaczenie

transportu jondw potasu w tych organellach.

1.3. Budowa i funkcje mitochondriow

Mitochondria to  struktury = wewnatrzkomérkowe obecne w  wigkszosSci
eukariotycznych komorek. Ich glowng funkcja jest sSynteza czasteczek ATP.
Mitochondria najliczniej wystepuja w  komoérkach tkanek o zwigkszonym
zapotrzebowaniu energetycznym, np. watroby, migsni szkieletowych, mozgu czy sercu.
Organelle te r6znig si¢ miedzy sobg ksztattem czy wielkoS$cig, ktora wynosi od 2 do 8 pm
[41]. Wykazano, ze mitochondria nie wystepuja w komorce pojedynczo a tworzg ztozone
struktury dzigki zdolno$ci przemieszczania si¢, taczenia i rozdzielania si¢. Struktury te sg

wysoce dynamiczne, przechodzace skoordynowane cykle podziatow i fuzji z innymi
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mitochondriami. Pozwala to utrzymac ich ksztatt, rozmiar oraz okre$lone rozmieszczenie

w komorce [42].

Mitochondria otoczone sg dwiema blonami, ktore tworzg dwa rdézne przedziaty:
przestrzen migdzyblonowa I macierz mitochondrialng. Przestrzen miedzybtonowa
znajduje si¢ miedzy zewnetrzng i wewngtrzng btong mitochondrialng. Natomiast macierz
mitochondrialna to przedzial ograniczony przez wewngtrzng blone mitochondrialna,
ktory zawiera enzymy zaangazowane w proces przeksztatcania energii [41]. W macierzy
mitochondrialnej  znajduje si¢ kilka czasteczek mitochondrialnego  kwasu
deoksyrybonukleinowego (mtDNA, ang. mitochondrial deoxyribonucleic acid).
Na jedno mitochondrium przypada od 2 do 10 kopii tego genomu, ktory zawiera 37
genow  kodujacych biatka, m.in. 13 polipeptydow wchodzacych w sktad
mitochondrialnego tancucha oddechowego [43, 44]. Mitochondrialny materiat
genetyczny jest bardziej narazony na powstawanie mutacji niz jadrowe DNA, ze wzgledu
na obecno$¢ reaktywnych form tlenu (RFT; ang. reactive oxygen species, ROS),
syntetyzowanych przez mitochondrialny tancuch oddechowy [45]. Jednak zdecydowana
wigkszo$¢ biatek mitochondrialnych kodowana jest przez genom jadrowy. Oprocz
MIDNA, w macierzy mitochondrialnej zlokalizowane sg réwniez biatka enzymatyczne
zaangazowane w cykl kwasu cytrynowego oraz B-oksydacje kwasow thuszczowych [46].

Schemat budowy mitochondrium przedstawiono na Rycinie 1.

Wewngtrzna btona mitochondrialna otaczajagca macierz jest silnie pofatdowana
tworzac charakterystyczne wglebienia blony zwane grzebieniami. W wyniku tego
powierzchnia blony jest znacznie wigksza w poréwnaniu do zewngtrznej blony
mitochondrialnej [41]. Organizacje wewngtrznej blony mitochondrialnej umozliwia
obecno$¢, m. in. biatka OPA 1, dimerdéw syntazy ATP oraz kompleksu mitochondrialnego
miejsca kontaktu i systemu organizowania grzebienia (MICOS, ang. mitochondrial
contact site and cristae-organizing system) [47, 48]. Btona grzebieni mitochondrialnych
charakteryzuje si¢ wysoka zawarto$cig biatek (okoto 80%) w stosunku do fosfolipidow,
znajdujg si¢ w niej: biatka tancucha oddechowego, syntazy ATP oraz blonowe biatka

transportujace, m.in. transportery substratow mitochondrialnych, translokaza ATP/ADP
itd.
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btona zewnetrzna
przestrzen miedzybtonowa

mitochondrialne kanaty

btona wewnetrzna J —

macierz mitochondrialna

dimer syntazy ATP

grzebienie ‘mitochondrialne kompleksy
tancucha oddechowego

Rycina 1. Schemat budowy mitochondrium. Zaznaczono zewnetrzng i wewnetrzng blone,
przestrzen migdzybtonowsa, macierz mitochondrialna, mitochondrialne kanaty jonowe, mtDNA
(mitochondrialne DNA), VDAC (kanat anionowy zalezny od napigcia), kompleksy tancucha
oddechowego, dimer syntazy ATP, grzebienie mitochondrialne oraz rybosomy. Rysunek wtasny
na podstawie publikacji [41, 48].

Mitochondrialny tancuch oddechowy (ETC, ang. electron transport chain) sktada si¢
z biatkowych kompleksow. Posiadaja one zdolno$¢ przenoszenia elektronéw oraz
transportu protondw przez wewnetrzng btone mitochondrialng. Wewnetrzna btona
mitochondrialna jest nieprzepuszczalna dla jonow H'. Biatka tancucha oddechowego
transportuja protony do przestrzeni migdzybtonowej, tworzac gradient elektrochemiczny
na wewnegtrznej btonie. Do w/w biatkowych kompleksoéw naleza oksydoreduktaza NADH
— koenzymu Q (kompleks 1), reduktaza bursztynianowa — koenzymu Q (kompleks 1),
oksydoreduktaza koenzymu Q - cytochromu ¢ (kompleks 111) oraz oksydaza cytochromu
¢ (kompleks 1V). Trzy z czterech kompleksow tancucha oddechowego (kompleks I, 111
I IV) transportuja protony przez wewnetrzng btone mitochondrialng. Powrotny przeptyw
protonéw do macierzy mitochondrialnej zachodzi poprzez kanat protonowy w syntazie
ATP, dzigki czemu mozliwa jest reakcja syntezy czasteczki ATP z ADP i fosforanu
nieorganicznego P;i [49, 50].

W wewnetrznej btonie mitochondrialnej wystepuja rowniez kanaty jonowe, ktore

umozliwiajg transport jonoOw pomiedzy macierza a przestrzenia miedzybtonowa.

23



Najnowsze badania sugeruja, ze zmiany konformacyjne w wielobiatkowym kompleksie
syntazy ATP odgrywaja znaczaca rolg w konstytuowaniu mitochondrialnego megakanatu
- mitoPTP (ang. mitochondrial permeability transition pore) [51]. Otwarcie mitoPTP
umozliwia swobodny transport do macierzy czasteczek o masie <1,5 kDa, powodujac
pecznienie mitochondriow. Stres oksydacyjny, wysokie stezenie jondéw wapnia,
fosforanow i zaburzenia stezenia nukleotydow adeninowych, sprzyja otwarciu mitoPTP
w wewngtrznej btonie. Wykazano réwniez, ze aktywacja mitoPTP powigzana jest

z indukcjg apoptozy w komorce [52, 53].

Zewngtrzna btona mitochondrialna oddzielajaca mitochondria od cytoplazmy, jest
przepuszczalna dla stosunkowo duzych czasteczek o masie <5kDa. Transport jondw oraz
metabolitow jest mozliwy m.in. przez kanal anionowy zalezny od napigcia VDAC (ang.
voltage - dependent anion channel) [54]. Kanat VDAC, zwany takze poryng
mitochondrialng, przez swoja duza przepuszczalnos$¢ dla réznych substancji pelni wazna
funkcje. Migdzy innymi, kontroluje wzajemne funkcjonalne oddziatywanie migdzy

mitochondriami a wnetrzem komorki oraz warunkuje proces apoptozy [53, 55].

1.3.1. Znaczenie transportu jonow potasu w mitochondriach

Wewnatrzkomorkowe stezenie jonoOw potasu jest wyzsze w pordéwnaniu do
srodowiska zewnatrzkomorkowego, jak opisano w Rozdziale 1.2. Rola jonow potasu
W metabolizmie komorki. W mitochondriach st¢zenie tych jonéw jest porownywalne do
ich zawartoSci w cytozolu. Jony potasu moga przenikaé przez obie blony
mitochondrialne. Wewng¢trzng blong mitochondrialng charakteryzuje potencjat
elektrochemiczny w zakresie od -180 do -200 mV (ujemny wewngtrz mitochondrionu),
powstaty w wyniku roéznicy st¢zen protonéw po obu stronach btony. Ujemny potencjat
po wewnetrznej stronie blony ulatwia szybki transport jonow K* do macierzy
mitochondrialnej, mimo ograniczonej przepuszczalnosci tej btony. W mitochondrialnej
btonie wewnetrznej zlokalizowanych jest wiele kanalow selektywnie transportujacych
jony potasu do macierzy mitochondrialnej. W blonie tej wystepuje rowniez biatko tzw.
wymiennik K*/H* (ang. K*/H* exchanger) transportujgcy protony do macierzy a jony
potasu do przestrzeni miedzyblonowej [56, 57]. Biatko to zabezpiecza mitochondria
przed nadmierng akumulacja jondw potasu w macierzy mitochondrialnej, co moze

prowadzi¢ do zbytniego p¢cznienia mitochondriow.
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Transport jonéw potasu przez blony mitochondrialne odgrywa bardzo wazng rolg
w fizjologii komorki, decydujac o prawidtowej objgtosci mitochondriow. W 1961 roku
Peter Mitchell sformutowal teori¢ chemiosmotyczng, zgodnie z ktorg transport
elektronow przez tancuch oddechowy mitochondriéw prowadzi do przeptywu protonow
z macierzy mitochondrialnej do przestrzeni mig¢dzybtonowej. Proces ten umozliwia
tworzenie gradientu H*, ktory jest bezposrednio zwigzany z syntezg ATP [58]. Natomiast
aby zapobiec pgcznieniu i lizie mitochondriéw, musi istnie¢ zrOwnowazony transport
jonéw. Transport protondw jest powigzany z przeptywem innych kationéw. Na Rycinie 2
przedstawiono przyktad jak transport jondéw potasu przez wewnetrzng btong
mitochondrialng jest zwigzany z transportem protonéw. Teoria chemiosmotyczna
znalazta odzwierciedlenie w badaniach prowadzonych wiele lat pozniej, w ktorych
wykazano, ze zarowno kanaly potasowe w wewnetrznej blonie mitochondrialnej jak

i wymiennik K*/H" sg wazne dla funkcjonowania mitochondriow [57, 59].

H+ K+

Przestrzen
miedzybtonowa

RRR

Macierz
mitochondrialna

RN
6460, ||, jpéedd

v
H* K’
kompleksy wymiennik K'/H"  mitochondrialny
tancucha oddechowego kanat potasowy

Rycina 2. Schemat tzw. ,,cyklu potasowego” w mitochondriach opisanego w ramach teorii
chemiosmotycznej. Na schemacie zaznaczono kompleksy tancucha oddechowego transportujace
protony do przestrzeni mi¢dzybtonowej, wymiennik K*/H* oraz mitochondrialny kanat potasowy.
Rysunek wlasny na podstawie publikacji [40].

Mitochondrialny ,,cykl potasowy” sktada si¢ z nastgpujacych etapow zachodzacych
w wewngtrznej btony mitochondrialnej. Potencjal elektrochemiczny wytworzony
podczas transportu protonow przez biatka komplekséw tancucha oddechowego, sprzyja
naptywowi K do macierzy mitochondrialnej przez kanaty potasowe (mitoK). W wyniku
dziatania tancucha oddechowego dochodzi do zmiany pH w macierzy mitochondrialnej

na bardziej zasadowe, co sprzyja réwniez transportowi grupy fosforanowej (Pi) wraz
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z protonem, na zasadzie symportu. Aby zapobiec pecznieniu mitochondriow nadmiar

K™ z macierzy jest usuwany przez wymiennik K*/H" [40, 58].

1.3.2. Kanaly potasowe w mitochondriach: wystepowanie i funkcje

Mitochondrialne  kanaty  potasowe zostaly zidentyfikowane w  latach
dziewiecdziesigtych XX wieku z wykorzystaniem techniki elektrofizjologicznej patch-
clamp. Pierwszym opisanym kanatem byt kanat potasowy hamowany przez ATP (kanat
mitoKate, ang. ATP-regulated mitochondrial potassium channel) z mitochondriow
komorek watroby szczura [60]. W ostatnich trzydziestu latach dzigki intensywnym
badaniom, mitochondrialne kanaty potasowe zostaty odkryte w tkankach pochodzacych
z roznych organizméw, w tym czlowieka. Na Rycinie 3 przedstawiono lokalizacje
mitochondrialnych  kanalow potasowych w  organizmie ludzkim. Podczas
przeprowadzanych badan zaobserwowano, ze mitoK wpltywaja na integralnos¢
wewngtrznej btony mitochondrialnej, prowadzac do regulacji funkcji mitochondriow,
takich jak szybkos¢ oddychania oraz synteza reaktywnych form tlenu [40, 59]. Kanaty
potasowe w mitochondriach moga oczywiscie takze regulowaé potencjatl blonowy.
Doniesienia literaturowe wykazuja réwniez, ze mitochondrialne kanaly potasowe
wplywaja na zlozone procesy zachodzace w komorce, takie jak cytoprotekcja oraz
apoptoza [61-64].

Mitochondrialne kanaly potasowe s3g podobne do kanalow potasowych
zlokalizowanych w blonie komoérkowej, sg ich ,,lustrzanym odbiciem”. Podobienstwo
dotyczy ich budowy molekularnej, wtasciwosci biofizycznych oraz farmakologicznych.
Za pomocg techniki elektrofizjologicznej patch-clamp oraz z wykorzystaniem
specyficznych modulatoréw kanatow potasowych mozliwa stata si¢ ich identyfikacja
W mitochondriach. Scharakteryzowano kilka kanatow potasowych znajdujacych sie
w wewngtrznej btonie mitochondrialnej, m.in. hamowany przez ATP (kanat mitoKatp)
[60], mitochondrialne  kanaly  potasowe  regulowane  jonami  wapnia
0 duzym/$rednim/matym przewodnictwie (kanaty mitoBKca/mitolKca/mitoSKca, ang.
mitochondrial large-/ intermediate-/small- conductance calcium-regulated K™ channel)
[65-67], mitochondrialny kanat potasowy bramkowany napieciem, np. mitoKv1.3 (kanat
mitoKv1.3 ang. mitochondrial voltage-gated potassium channels) [68], mitochondrialny

tzw. dwuporowy kanat potasowy TASK-3 (kanatl mitoTASK-3, ang. tandem pore domain
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acid-sensitive K channels) [69] oraz aktywowany jonami sodu mitochondrialny kanat
potasowy (kanat mitoSlo2, ang. mitochondrial sodium-activated potassium channel)
[70].

Mézg
Skora
Serce
Oskrzela
Watroba
Nerki
Jelito
grube
Miesnie
szkieletowe
Uktad
limfatyczny

Mitochondrialne kanaty potasowe:
oK, . ®BK_ @K, ®SK, @K, @ TASK @ SLO2

Rycina 3. Lokalizacja tkankowa mitochondrialnych kanatow potasowych (mitoK) w organizmie
cztowieka. Rysunek whasny na podstawie [71].

Kanaty mitoK obecne sa w wielu tkankach i prawdopodobnie istnieja tkanki,
w ktorych nie odkryto jeszcze mitoK. Kompletowanie danych na ten temat jest trudne
I wymaga, m. in. informacji dotyczacych ekspresji genu kodujacego konkretne biatko
kanatowe, lokalizacji biatka w wewnetrznej btonie mitochondrialnej oraz potwierdzenia
tej informacji poprzez pomiar aktywnosci kanalow z wykorzystaniem techniki
elektrofizjologicznej patch-clamp. Ponadto ekspresja mitochondrialnych kanatow
potasowych jest stosunkowo niska w porownaniu do innych biatek mitochondrialnych,

takich jak kompleksy tancucha oddechowego, poryna mitochondrialna czy translokaza
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ATP/ADP [72]. Obecno$¢ kanatu mitoKate zostata potwierdzona, m.in. w watrobie [60],
fibroblastach skory [73], sercu [74], mozgu [75], migéniach szkieletowych [76] i nerkach
[77].

1.4. Udzial mitochondrialnych kanalow potasowych w cytoprotekcji oraz
Smierci komorkowej

Aktywno$¢ mitochondrialnych kanatéw potasowych, tzn. ich aktywacja lub
hamowanie moze regulowa¢ procesy komérkowe prowadzace do przezycia lub $mierci
komorki. Pomimo intensywnych badan, szczegétowa rola kanaldow mitoK w tych
procesach nie jest w pelni poznana. Wykazano, ze otwarcie (aktywacja)
mitochondrialnych kanatéw potasowych i naptyw jonéw potasu do macierzy, indukuje
szereg zdarzen prowadzacych do cytoprotekcji, czyli ochrony komorki przed $miercig
[40]. Zastosowanie diazoksydu, zwigzku bedacego aktywatorem kanatu mitoKate,
indukowato cytoprotekcj¢ komorek serca. Efekt ten byt zahamowany po zastosowaniu
kwasu 5-hydroksydekanowego (5-HD, ang. 5-hydroxydecanoic acid) — inhibitora kanatu
mitoKarte. [78, 79]. Dalsze badania wykazaty, ze kanat mitoKatp, indukuje cytoprotekcje
rowniez w mozgu, podczas niedokrwienia aktywator kanatow potasowych - diazoksyd
zmniejszat $mier¢ neurondow [80]. Stad konkluzja, ze mitochondrialny kanat potasowy

mitoKatp zaangazowany jest w zjawisko kardio- i neuroprotekcji.

Aktywacja kanatu mitoBKcas, zlokalizowanego w  wewngtrznej  blonie
mitochondrialnej prowadzi do indukcji proceséw ochronnych w komoérkach. Wykazano,
ze zastosowanie aktywatora kanalow potasowych NS1619 zapobiegto uszkodzeniom
komorek serca pochodzacych ze swinki morskiej w modelu niedokrwienia/reperfuzji.
Dobroczynny efekt byt hamowany przez paksyling (pax) - inhibitor kanatu mitoBKca [81]
Aktywacja mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie mitoBKca
powigzana jest rowniez ze zmniejszong $miercig komorek neuronalnych, co oznacza,

ze indukuje on takze proces neuroprotekcji [82].

Mechanizm cytoprotekcji z udziatem mitochondrialnych kanatéw potasowych jest
skomplikowany 1 nadal wymaga pelnego wyjasnienia. Jedna z hipotez wskazuje
powiazanie aktywacji kanatow mitoK z regulacja syntezy reaktywnych form tlenu (RFT).
Podczas niedotlenienia/reperfuzji tkanek obserwowano zwigkszong syntez¢ RFT, po
powtornym przywroceniu krazenia [83]. Efekt ten jest posrednio zwigzany z potencjalem
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wewnetrznej blony mitochondrialnej, a naptyw jondéw potasu po otwarciu kanatow
mitoK, prowadzit do zmniejszenia syntezy mitochondrialnych RFT [62, 83]. Innym
efektem aktywacji mitochondrialnych kanatow potasowych jest ograniczenie naptywu
jonéw wapnia do macierzy mitochondrialnej. Akumulacja jonéw wapnia w macierzy
skutkuje otwieraniem, tzw. mitochondrialnego megakanatu (mitoPTP) w wewnegtrznej
btonie mitochondrialnej czy pgcznieniem mitochondriow. W efekcie akumulacji jonow
Ca?* obserwowano rowniez, pekanie zewnetrznej blony mitochondrialnej co prowadzi do
uwalniania cytochromu c. Proces ten indukuje $mier¢ komérkowg na drodze apoptozy.
Aktywacja kanalow potasowych oraz zwigkszony naplyw jonow K* do wnetrza
mitochondrium depolaryzuje btong mitochondrialng i zmniejsza nadmierng akumulacje

jondéw wapnia, co w konsekwencji chroni komorke przed apoptoza [84, 85].

Kanaly potasowe z wewnetrznej btony mitochondrialnej reguluja nie tylko proces
cytoprotekcji, ale rowniez mogg indukowaé $mier¢ komorki. Zaobserwowano,
ze mitochondrialny kanal Kv1.3 wykazuje znacznie wyzsza ekspresj¢ w komorkach
nowotworowych, a bezposrednie hamowanie kanalu przez specyficzne inhibitory
prowadzi do zmian w funkcjonowaniu mitochondriow oraz apoptozy komorek [86].
Inhibitory tego kanatu spowodowaly selektywng $mieré komorek nowotworowych
przewlektej biataczki limfocytowej B, nie wptywajac na zdrowe komorki. Natomiast
w innym modelu badawczym, hamowanie aktywno$ci kanatu mitoKvl.3 wykazato
zmniejszenie rozmiaréw guza gruczolakoraka trzustki, jednoczesnie nie wptywajac na
funkcjonowanie uktadu odpornosciowego oraz serca [64]. Proponowany mechanizm
indukcji apoptozy przez zahamowanie kanatu mitoKv1.3 opiera si¢ na regulacji poziomu
RFT. Hamowanie kanatu mitoKv1.3, a wigc brak naptywu jonow potasu, prowadzi do
hiperpolaryzacji wewnetrznej btony mitochondrialnej, nastgpnie dochodzi do wzrostu
syntezy RFT, co indukuje otwarcie megakantu mPTP. Efektem wymienionych zdarzen

jest uwolnienie cytochromu c, czgsteczki inicjujacej proces Smierci komorkowe;j [64, 86].

Odkrycia ostatnich lat sugeruja, ze mitochondrialne kanaty potasowe moga stanowic
bardzo wazny cel w kontrolowaniu funkcji r6znych komorek. Specyficznie dziatajace
zwigzki chemiczne, powodujace aktywacje kanatu mitoK w tkankach podatnych na
uszkodzenie lub hamowanie w komoérkach nowotworowych, moga sta¢ si¢ obiecujagcymi
lekami. Dlatego w niniejszej rozprawie doktorskiej podjeto badania dotyczace

scharakteryzowania nowych modulatoréw mitochondrialnych kanatow potasowych.
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Aktywacja kanatu mitoK,p i mitoBK,

cytoprotekcja
——— komorek miesnia sercowego
oraz nerwowych

Macierz
mitochondrialna

Hamowanie kanatu mitoKv1.3

Smier¢ komorek przewlektej
_— biataczki limfocytowej B
oraz gruczolakoraka trzustki

Macierz
mitochondrialna

Rycina 4. Schemat efektow regulacji mitochondrialnych kanatéw potasowych. Gorny panel
przedstawia aktywacje kanatow mitoKare i mitoBKc, ktora powoduje naptyw jondéw potasu do
macierzy mitochondrialnej, w konsekwencji cytoprotekcje komoérek migsnia sercowego 0raz
nerwowych. Natomiast dolny panel prezentuje hamowanie kanalu mitoKv1.3 oraz efekt
prowadzacy do $mierci komorek przewleklej biataczki limfocytowej oraz gruczolakoraka
trzustki. Rysunek wtasny na podstawie informacji z publikacji [64,78].

1.5. Kanal potasowy o duzym przewodnictwie typu BKca

W 1981 roku po raz pierwszy w blonie plazmatycznej w szczurzych komorkach
migsniowych zostal opisany kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany
jonami wapnia (kanal BKca) [87]. Obecnie wiadomo, Ze kanal ten wystepuje zarowno
w komorkach pobudliwych jak i niepobudliwych. Kanal BKca bierze udziat w wielu
procesach komorkowych, m. in. w repolaryzacji potencjalu czynnoSciowego,
pobudliwosci komoérek neuronalnych, uwalnianiu neuroprzekaznikow czy wydzielaniu
hormonow [88]. Udziat w tych procesach jest mozliwy ze wzgledu na wysokie
przewodnictwo kanalu wynoszace ok. 300 pS oraz wptyw na zmiany potencjatu btony
komorkowej [89]. Ponadto, kanal ten zidentyfikowano w wewnatrzkomorkowych

przedziatach otoczonych podwdjng blong. Jego obecnos$¢ potwierdzono w jadrze

30



komorkowym - nBKca (ang. nuclear BKca, jadrowy kanat BKca) oraz w mitochondrium
- mitoBKca [90].

Kanat mitoBKca w wewngtrznej btonie mitochondrialnej, zostat zidentyfikowany
w ludzkich  komorkach glejaka linii  LN229, =z wykorzystaniem techniki
elektrofizjologicznej patch-clamp [65]. Kolejne badania wykazaly obecno$¢ kanatu
mitoBKca rowniez w mozgu [91], migéniach szkieletowych [92], sercu [81], komodrkach
endotelialnych [93] oraz fibroblastach skory [94].

1.5.1. Struktura i izoformy kanalu

Struktura mitochondrialnego kanalu BKca jest podobna do kanalu wystepujacego
w blonie komoérkowej. Funkcjonalny kanal wystepuje w postaci tetratrameru
podjednostek a, tworzacego por kanatu, przez ktéry mozliwy jest transport jonow potasu.
Kazda podjednostka o zawiera siedem przezblonowych domen S0-S6, przedstawionych
na Rycinie 5A. Wsrod nich opisano regiony wptywajace na regulacj¢ kanatu, wyr6zniono
domeng wrazliwa na napiecie (VSD, S0-S4; ang. voltage sensing domain), domeng
bramkujacg (PGD, S5-S6;ang. pore-gate domain) oraz domeng S7-S10 znajdujaca sig
w macierzy mitochondrialnej wiazaca wapn (RCK1 i RCK2, ang. regulator of
conductance of K*) [88, 95]. Poszczegdlne domeny obecne w strukturze podjednostki o
odpowiadajg za wlasciwosci biofizyczne kanalu. Odpowiedzialne sg za regulacje
przenikania jonéw potasu w zaleznos$ci od zmian napigcia btony, obecnosci jonow wapnia
czy ligandow. Ponadto kanat BKca moze by¢ zalezny od podjednostek regulatorowych 8
(B1- B4) [96] oraz y (y1- y4) [97]. Podjednostki B sktadajg si¢ z dwoch segmentow
przezbtonowych S1-S2 (Rycina 5A), ktore wptywaja na whasciwosci kanatu. Wykazano,
ze zwickszaja wrazliwo$¢ kanatu na jony Ca?* i napiecie, spowalniajac tym samym
aktywacje kanatu BKca [98]. Podjednostki regulatorowe  towarzysza kanatowi BKca
w wiekszosci tkanek, w ktorych sg obecne, modyfikujac witasciwosci bramkowania
kanatu. Obecno$¢ podjednostek B w mitochondrialnym kanale BKca, jest specyficzna
tkankowo, co oznacza, ze kanaly mitoBKca z roznych tkanek, charakteryzuja sig
odmiennym sktadem podjednostek regulatorowych, np. w kardiomiocytach

zidentyfikowano podjednostke B1, ktora wptywa na aktywno$¢ kanatu mitoBKca [99].
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A.

Domena Domena
wykrywajaca bramkujgca
napigcie

Przestrzen
migdzybtonowa

Macierz
mitochondrialna

Domena

Podjednostki 31-B4 Podjednostka a wigzaca wapn

COO

Rycina 5. Schemat przedstawiajacy strukture kanatu BKca. (A) Budowa podjednostki
o (czerwona) z zaznaczonymi segmentami przezblonowymi S0-S6 wraz z wyszczegolnieniem
domeny wrazliwej na napigcie, domeny bramkujacej i segmentami S7-S10 znajdujaca si¢
W macierzy mitochondrialnej wiazacg oraz podjednostki f1- 4 (niebieska); (B) Przedstawiono
schemat tetrameru podjednostek o, tworzacych por kanatu wraz z obecnos$cig podjednostek
regulatorowych p. Rysunek wtasny na podstawie [100].

Podjednostki a i B1- 4 kanatu BKca kodowane sg przez geny, odpowiednio KCNMA1
oraz KCNMB1-4 [101]. Gen kodujacy podjednostke o podlega alternatywnemu sktadaniu
w wyniku czego powstaja izoformy kanatu BKca, ktérych wystepowanie wiagze si¢ ze
specyficznoscig tkankowa. Zaobserwowano, ze izoforma kanalu BKca.-VEDEC
podjednostki a jest obecna w mitochondriach wyizolowanych z komorek serca.
Ta izoforma kanatu charakteryzuje si¢ specyficzng sekwencjg 50 aminokwasow, gdzie 5
ostatnich aminokwasow na C-koncu biatka podjednostki a to VEDEC. Wykazano
rowniez, ze ta specyficzna obecno$¢ aminokwaséw stanowi sekwencje kierujaca kanat

mitoBKca do wewnetrznej btony mitochondrialnej [102]. Innym zaobserwowanym
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wariantem mitoBKca w komorkach glejaka mozgu jest wariant STREX, ktory jest

mechanoczuty [103].

1.5.2. Regulacja kanalu przez zmiany napiecia oraz jony wapnia

Mitochondrialny kanat BKca r6zni si¢ od wszystkich innych kanatow potasowych
wysokg wrazliwoscig na zmiany stezen jondw wapnia w macierzy mitochondrialnej oraz
zmiany potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej. Za regulacje odpowiadajg
wspomniane w poprzednim Rozdziale 1.5.1. Struktura i izoformy kanatu domeny obecne
w strukturze podjednostki a oraz obecno$¢ podjednostek . Domena wykrywajaca
napiecie, reaguje na zmiany potencjatu btony, podczas gdy domena bramkujaca
powoduje otwieranie i zamykanie kanatu, aby kontrolowaé przeptyw jonéw potasu.
W przezbtonowym segmencie S4 obecne sg dodatnio naladowane aminokwasy, bedace
czujnikiem zmian napi¢cia btony mitochondrialnej, ktéore wplywaja na otwieranie lub
zamykanie kanatu [88, 104]. Ponadto obecnos¢ domen wiagzacych jony wapnia (RCK1
i RCK2) oraz podjednostek B reguluje aktywnosci mitoBKca w zaleznosci od stezenia
jonéw wapnia. W domenach RCK zlokalizowanych w macierzy mitochondrialnej,
zidentyfikowano dwa przypuszczalne miejsca wiazania jonow Ca?*: jedno w domenie
RCK1 i drugie w domenie RCK2 [105]. Wzrost stezenia jonéw wapnia w macierzy

mitochondrialnej powoduje zwigkszenie aktywnosci kanatu mitoBKca [94].

1.5.3. Inne substancje regulujace aktywnos$¢ kanalu BKca

Aktywnos$ci kanalu mitoBKca oprocz endogennych czynnikow jest regulowana
rowniez przez zwigzki syntetyczne oraz pochodzenia naturalnego. Specyficznie
aktywatory kanatu to miedzy innymi NS11021 (N'-[3,5-Bis (trifluorometylo) fenylo]-N-
[4-bromo-2-(2H-tetrazol-5-ilo) fenylo]-tiomocznik) [93] oraz NS1619 (1,3-Dihydro-1[2-
hydroksy-5-(trifluorometylo)fenylo]-5-(trifluorometylo)-2H-benzimidazol-2-on) [102]
aktywujace kanal w mitochondriach odpowiednio komorek endotelialnych oraz komorek
serca. Innym opisanym zwigzkiem zwigkszajagcym aktywno$¢ mitoBKca jest CGS7184
(2 - [[(4-chlorofenylo) amino] okso]-2-hydroksy-6-trifluorometylo-1H-indolo-3-
karboksylan etylu) w komorkach glejaka mozgu [106]. Ponadto do regulatorow
pochodzenia naturalnego zaliczy¢ mozna flawonoid — naringening, zwigkszajaca

prawdopodobienstwo otwar¢ kanatlu mitoBKca w fibroblastach skory [107] oraz
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kwercetyne aktywujaca kanal mitochondrialny w komorkach s$rodblonka [108].
Do selektywnie hamujacych substancji zalicza si¢, paksyling, blokujaca kanal mitoBKca
mi¢dzy innymi w komorkach glejaka mézgu [109]. Zaobserwowano, ze inne substancje,
pochodzenia naturalnego, takie jak iberiotoksyna (IbTx, ang.iberiotoxin),
charybdotoksyna (ChTx, ang. charybdotoxin), réwniez zmniejszaja
prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu potasowego typu BKca [110, 111]. Pomimo
zidentyfikowania wielu substancji regulujacych aktywno$¢ kanatdéw BKca nadal
poszukuje si¢ substancji dziatajacych specyficznie na aktywnos$¢ mitochondrialnych

kanatow potasowych.

1.6. Wlasciwosci i funkcje niskoczasteczkowych zwiazkow syntetycznych
I pochodzenia naturalnego

Zwiazki chemiczne niskoczasteczkowe charakteryzujg si¢ iloscig okoto 100 atomow
w czasteczce a ich pochodzenie moze by¢ naturalne albo syntetyczne. Zwigzki naturalne
to takie, ktorych zrodlem sg zywe organizmy, np. rosliny. Natomiast zwigzki syntetyczne
zostaly pozyskane na drodze syntezy chemicznej w laboratorium. W wyniku reakcji
chemiczne] prowadzacej do syntezy zwigzku chemicznego otrzymywane sg roOwniez
substancje wystepujace w przyrodzie oraz mozliwa jest ich modyfikacja poprzez dodanie

grup funkcyjnych lub tworzenie zupetnie nowych zwigzkow.

Badanie wplywu niskoczasteczkowych zwigzkow syntetycznych i pochodzenia
ros$linnego na aktywno$¢ mitochondrialnych kanatéw potasowych jest kluczowe dla
lepszego poznania i zrozumienia mechanizméw prowadzacych zarowno do zjawiska
cytoprotekcji  jak $mierci komorek. Scharakteryzowanie nowych aktywatorow
I inhibitoréw mitochondrialnych kanatéw potasowych moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju
nowych strategii terapeutycznych w leczeniu choréb niedokrwiennych serca i mdézgu oraz

nowotworow.

1.6.1. Pochodne flawonoidu naringeniny

Naringenina zaliczana do flawonoidéw jest naturalnie wystepujacym zwigzkiem
w roslinach, miedzy innymi w grejpfrucie, ktoremu nadaje charakterystyczny smak

[112]. Na Rycinie 6 przedstawiono wzor strukturalny naringeniny. Badania
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z wykorzystaniem tego zwigzku wykazaly, m. in. wiasciwosci przeciwwirusowe,
przeciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe, przeciwzapalne i kardioprotekcyjne [113].
Jednak najwazniejszym odkryciem ostatnich lat byl aktywacyjny wptyw naringeniny na
kanat BKca znajdujacy si¢ w blonie plazmatycznej [114] oraz w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej [107, 115]. Badania flawonoidow wykazaly wiele potencjalnie
korzystnych wlasciwosci tych zwigzkéw oraz ich pochodnych, posiadajacych rozne

grupy funkcyjne, takie jak grupa prenylowa, metylowa oraz butylowa [116].

Rycina 6. Struktura naturalnie wystepujacego flawonoidu — naringeniny.

W literaturze istniejg doniesienia sugerujace, ze modyfikacja flawonoidow migdzy
innymi przez prenylacje wzmacnia aktywnos¢ biologiczng 1 biodostepnos¢ flawonoidow.
Grupa prenylowa sktada si¢ z tancucha opartego na 5 weglach, wigze si¢ z réznymi
pozycjami pierscienia aromatycznego flawonoidow przez dziatanie transferazy
prenylowej. Modyfikacja ta wystepuje podczas syntezy metabolitow wtornych
w roslinach [117].

Jedng z mozliwych pochodnych naringeniny jest 8-prenylo-naringenina, ktora
wystepuje w chmielu [108]. Prenylacja naringeniny spowodowata znacznie wigksza
selektywno$¢ 1 cytotoksycznos¢ wobec nowotworowych linii  komoérkowych
w poréwnaniu  do  niezmodyfikowanego  zwigzku.  Ponadto  wlasciwosci
przeciwnowotworowe 8-prenylo-naringeniny korelowaty rowniez z jej wicksza
akumulacja w komorkach glejaka niz w normalnych fibroblastach [118]. Natomiast
badania przeprowadzone na myszach z zanikiem migéni tydek, wykazaly przyrost
narzadu po zastosowaniu 8-prenylonaringeniny, przy jednoczesnie nieskutecznej terapii
samg naringening. Przeprowadzone analizy zasugerowaly, iz prenylacja znaczaca

udoskonala wlasciwo$ci naringeniny, ktore prowadza do zwigkszonej akumulacji
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w komorkach i biodostepnosci zwigzku [119]. Modyfikacja naringeniny przez dodanie
grupy prenylowej wydaje si¢ by¢ obiecujaca zmiang zwigkszajaca aktywno$¢ biologiczna

zwiazku.

Inng modyfikacja naringeniny wystepujaca w roslinach jest produkt reakcji metylacji,
czyli przylaczenia reszty metylowej (-CHs) przez tlen z grupy hydroksylowej
Z pierScienia aromatycznego. Badania przeprowadzone na myszach wykazaty, ze 7-O-
metylonaringenina, pozyskana z rosliny (Rhododendron speciferum) ma witasciwosci
przeciwzapalne. Pochodna naringeniny spowodowata obnizanie poziomu czynnika
martwicy nowotworu (TNF-a) oraz interleukiny 6 (IL-6) i interleukiny 1B (IL-1B)
w mysich makrofagach stymulowanych lipopolisacharydem (LPS) w warunkach in vitro
[120].

Naringenina moze roOwniez wystepowa¢ w postaci chalkonu, ktory jest produktem
posrednim podczas biosyntezy flawonoidu w roslinie. Cecha charakterystyczng dla
chalkonu naringeniny jest otwarty pier§cien heterocykliczny, ktéry zostaje zamknigty
w ostatnim etapie syntezy naringeniny [121, 122]. Chalkon naringeniny zostal wykryty
w skoérce pomidorow. Analizy wykazaly wzrost st¢zenia chalkonu naringeniny
W organizmie ludzkim po spozyciu pomidoréw, jednak jego przyswajalno$¢ oceniono
jako niska [123]. Przeprowadzono réwniez badania dotyczace wpltywu naringeniny
i chalkonu naringeniny na stan zapalny i alergiczny [124]. Obie substancje wykazaty
dzialanie przeciwzapalne 1 przeciwalergiczne zardwno poprzez podanie bezposrednio na
skorg jak i dozylnie. Wyniki tego badania sugeruja, ze flawonoidy naringenina i chalkon
naringeniny moga by¢ wykorzystywane w miejscowym leczeniu stanow zapalnych

I alergicznych skory [124].

Istniejg rowniez doniesienia literaturowe opisujace roznice w dziataniu flawonoidow
w zalezno$¢ od miejsca modyfikacji. Doswiadczenia przeprowadzone przez grupg
prof. Calderone wykazaty, ze najskuteczniejszy efekt kardioprotekcyjny zaobserwowano
dla 5-hydroksyflawonu i 5-metoksyflawonu w poréwnaniu do pozostatych badanych
pochodonych flawonoidow. Wyniki te sugeruja, ze wlasciwosci flawonoidow moga by¢
Scisle powigzane z ich struktura, poprzez interakcje zwigzkow z okre§lonymi celami

farmakologicznymi w komorkach [125].

Przedstawione powyzej przyktady modyfikacji naringeniny sugeruja, ze dodanie grup

funkcyjnych moze zmienia¢ znaczgco wlasciwosci wyjsciowego zwigzku. W niniejszej
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rozprawie doktorskiej wykorzystano do badan nastepujace pochodne naringeniny:
8-prenylo-naringenina; 5-O-prenylo-naringenina; 7-O-prenylo-naringenina; 4°,7—di-O-
prenylo-naringenina; 7-O-metylo-naringenina; 4’,7-di-O-metylo-naringenina oraz
chalkon 4’ 5,7-tri-O-metylo-naringeniny. Wiekszo$¢ zwigzkow zostalo
wyselekcjonowanych z unikatowej biblioteki zwigzkow z Laboratorium Chemii
Organicznej, Wydziatu Chemii i Technologii Lekow, Uniwersytetu Sapienza w Rzymie,
Wiochy. Natomiast 5-O-prenylo-naringenina i 8-prenylo-naringenina  zostaty
zsyntetyzowane w Pracowni Stereokontrolowanej Syntezy Organicznej, Wydziatu

Chemii Uniwersytetu Warszawskiego.

1.6.2. Antocyjany

Antocyjany nalezg do grupy naturalnie wystepujacych polifenolowych zwigzkow
organicznych - flawonoidow, petnigcych funkcj¢ barwnikow w roslinach. Owocom
| warzywom nadaja kolory czerwony, fioletowy i niebieski, jako pigmenty wystepuja
W postaci glikozylowanej czyli z przytaczong reszta cukrowa. Antocyjany sa pochodna
flawonolu, a rdzen struktury chemicznej oparty jest na jonie flawilowym, ktorego
struktur¢ przedstawiono na Rycinie 7. Podstawowg czgscig antocyjandow  jest
antocyjanidyna (cze$¢ aglikonowa — bez czasteczki cukru), sktadajgca si¢ z trzech
pier§cieni aromatycznych. Do cze$ci podstawowej przytaczane sg rozne boczne grupy
chemiczne, na podstawie ktorych rozroznia si¢ antocyjany, natomiast dotgczenie reszty
cukrowej (najczesciej w pozycji R®) prowadzi do powstania glikozydéw antocyjanow.
Do najczesciej wystepujacych antocyjanidyn zaliczane sg cyjanidyna, delfinidyna,

pelargonidyna, petunidyna, peonidyna oraz malwinidyna [126-128].
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Rycina 7. Struktura antocyjanéw. Na schemacie zaznaczono 7 (R!-R") r6znych bocznych grup
chemicznych, ktore moga stanowi¢ atomy wodoru, grupa wodorotlenowa lub metoksylowa.

Badania przeprowadzane z wykorzystaniem antocyjanow wykazuja, ze zwigzki z tej
grupy maja dziatanie przeciwutleniajace, przeciwdrobnoustrojowe oraz wplywaja
korzystnie na choroby metaboliczne zwlaszcza choroby wukladu krazenia
lub otytos¢ [129-131]. Doniesienia literaturowe wskazuja rowniez, ze antocyjany
W organizmie wchlaniane sg w postaci glikozydowej a w proces zaangazowany sa
transportery glukozy sGLT1 i GLUT2 w btonie komérkowej enterocytow [132]. Na tej
podstawie wyselekcjonowano roznigce si¢ potozeniem grupy hydroksylowej -
3- monoglikozydy antocyjanow (3-glukozyd malwidyny, 3-glukozyd petunidyny,
3-glukozyd peonidyny), w celu okreslenia wpltywu naturalnie wstepujacych zwigzkow na

aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego BKca.

Malwidyna w postaci glukozydu wystepuje naturalnie miedzy innymi w winogronach
Vitis vinifera nadajgc im charakterystyczny kolor [133]. W najnowszych badaniach
wykazano, ze zwigzek ten zmniejsza akumulacje lipidow w niealkoholowym stluszczeniu
watroby. Ponadto wykazano réwniez, iz zastosowanie 3-glukozydu malwidyny
spowodowato szereg zmian w hepatocytach prowadzacych do zmniejszenia stresu
oksydacyjnego w komorkach, redukcje reaktywnych form tlenu i nadprodukcje anionu
ponadtlenkowego oraz zwigkszenie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych [134].
Ponadto dane literaturowe wskazuja, ze dieta bogata w naturalnie wystepujace
antocyjany, w tym réwniez w 3-glukozyd malwidyny prowadzi do zmniejszenia schorzen

kosci, przez dziatanie przeciwutleniajace i przeciwzapalne [135].
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Innym anotocyjanem, ktéry réwniez swoje zrodto ma w skorce winogron jest
3-glukozyd petunidyny. Wykazano, ze ta cukrowa pochodna petunidyny powoduje
zmniejszenie proliferacji oraz migracji komoérek raka watroby [136]. Natomiast badania
przeprowadzone na drozdzach Saccharomyces cerevisiae, wykazujg 3-glukozyd
petunidyny wyizolowany z czerwonego wina spowodowal znaczacy przyrost drozdzy
[137].

W skorce ciemnych winogron wystepuje réwniez 3-glukozyd peonidyny, ktory
wplywa na komorki eukariotyczne [138]. Wykazano ochronne dziatanie tego antocyjanu,
poprzez zmniejszenie $miertelno$ci komorek nerwowych pochodzacych z mysiego
mozdzku [139]. Ponadto, przeprowadzone badania na komorkach raka ptuc sugeruja,
ze 3-glukozyd peonidyny zmniejsza migracje i proliferacj¢ komorek nowotworowych

oraz powstawanie przerzutéw [140].

1.6.3. ZwiazKi o strukturze zblizonej do paksyliny

Paksylina (pax) to naturalnie wystepujacy alkaloid pozyskiwany z grzybow
Penicillium paxilli. Zwigzek ten znalazl zastosowanie jako specyficzny inhibitor kanatu
potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego jonami Ca?* (BKca). Paksylina
hamuje kanat BKca przez selektywna interakcje z tym biatkiem w stanie zamknigtym
kanatu [141]. Niedawno zostato okre$lone miejsca wigzania pax do kanalu BKca [142].
Wykazano, ze paksylina oddzialuje z wnetrzem poru kanatu. Pomimo specyficznego
efektu dziatania pax jako inhibitora kanatu potasowego, zaobserwowano jednak wyjatek.
Podczas badania wplywu flawonoidu — kwercetyny na kanal mitoBKca w komoérkach
endotelialnych wykazano, Ze paksylina nie powoduje catkowitego zamknigcia kanatu
[143]. Poszukiwanie nowych substancji bedgcych specyficznymi inhibitorami kanatu
mitoBKca wydaje si¢ by¢ wazne w badaniach kanatéw jonowych w zwigzku z mozliwym

wykorzystaniem terapeutycznym.
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Rycina 8. Wzor strukturalny paksyliny — inhibitora kanatu BKca.

We wspotpracy z Laboratorium prof. Bruna Botta z Uniwersytetu Sapienza w Rzymie,
wyselekcjonowano 8 substancji bgdacych potencjalnymi nowymi inhibitorami kanatu
mitoBKca. Zwigzki zostaly wybrane na podstawie obliczen przeprowadzonych
z wykorzystaniem programu ROCS (OpenEye) sposrod unikatowych zbiorow biblioteki
zawierajacej okolo tysigc naturalnych substancji. W wickszosci wyizolowanych
z rodzimych ro$lin zebranych w krajach bogatych w bior6znorodnosé¢, zwlaszcza
z obszarow tropikalnych i subtropikalnych oraz powigkszonych o ich polsyntetyczne
i syntetyczne pochodne. Biblioteka zawierala rowniez inne naturalne zwigzki
z dostgpnych na rynku zrédel, ktore sg przechowywane w Laboratorium Chemii
Organicznej Wydzialu Chemii 1 Technologii Lekow Uniwersytetu Sapienza w Rzymie,
Wrtochy. Za pomoca programu przeszukiwano bazy danych w celu wyselekcjonowania
substancji najbardziej podobnych do naturalne wystepujacej paksyliny pod wzglgdem
struktury oraz grup funkcyjnych. Wyselekcjonowano zwiazki nalezace do terpenoidow
(ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian, 20-hydroksyekdyson, B-amiryna, pristimerina) oraz
alkaloidow (chlorowodorek weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny,

jerwina).

Jednym z wyselekcjonowanych terpenoidow jest ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian,
wyizolowany z rosliny Fabiana densa var. ramulosa. Dane literaturowe wykazuja,
ze bakterie Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis i Escherichia coli hamujg swoj

wzrost po zastosowaniu ent-beyer-15-en-18-O-bursztynianu [144].

20-hydroksyekdyson jest najpowszechniej wystgpujacym i biologicznie czynnym

zwigzkiem z grupy ekdysondéw — hormonow steroidowych. Badania przeprowadzane
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W ostatnim czasie wykazaly, ze zwigzek ten prowadzi do zmniejszenia masy ciata
I akumulacji thuszczu w jamie brzusznej szczurdw oraz wspomaga utrzymywanie
prawidlowego cisnienia krwi wraz z niskim poziomem cholesterolu LDL (lipoproteina
0 niskiej gestosci) [145]. Ponadto zaobserwowano, ze 20-hydroksyekdyson prowadzi do

ochrony neuronéw myszy poprzez zahamowanie szlakow apoptozy [146].

Kolejnym wyselekcjonowanym zwigzkiem jest B-amiryna, ktérg mozna pozyskac
zro$lin, miedzy innymi z rzezuchy krzyzowej (Berberis vulgaris) oraz pieprzu
(Capsicum baccatum) [147]. Dane literaturowe wskazujg liczne wiasciwosci tego
zwigzku. W badaniach wykazano dziatania zmniejszajace otytos¢ [148], przeciwlgkowe
i przeciwdepresyjne [149], chronigce watrob¢ i uktad trawienny [150] oraz

przeciwzapalne [151].

Innym zwigzkiem z grupy naturalnie wystepujacych terpenoidéw jest pristimerina
wyizolowana z roslin z rodziny Diawiszowate (Celastraceae R. Br.) [152]. Badania
z wykorzystaniem tego zwigzku skupiaja si¢ gtownie na procesie kancerogenezy.
Wykazano, ze pristimerina poprzez hamowanie cyklu komoérkowego [153], indukcje
apoptozy [154] oraz zwickszenie syntezy reaktywnych form tlenu [155] posiada

wlasciwos$ci przeciwnowotworowe.

Natomiast ze zwigzkow bedacymi alkaloidami wyselekcjonowano chlorowodorek
weratryny, ktorej wptyw na aktywno$¢ kanalow jonowych zostal zbadany.
Doswiadczenia farmakologiczne i elektrofizjologiczne przeprowadzane w latach 90
wykazaly, ze weratryna powoduje trwatg depolaryzacj¢ btony komodrek pobudliwych
poprzez aktywacje¢ zaleznych od napiecia kanalow Na®, co prowadzi do zwiekszenia
przepuszczalno$¢ jonow Na* [156-158] oraz naplyw Ca?* przez wymiennik Na*/Ca?*
[159]. Prowadzone sg badania dotyczace wykorzystania weratryny jako leku w chorobach
neurologicznych [160, 161]. Ponadto, wykazano rowniez wplyw weratryny na
mitochondria poprzez interakcjag z biatkami tancucha oddechowego, powodujac

zmniejszenie zuzycia tlenu [162].

Homatropina nalezaca do alkaloidow jest lekiem antycholinergicznym, ktory dziata
jako antagonista acetylocholiny w wigzaniu do receptorow muskarynowych
zlokalizowanych w blonie komoérkowej [163]. Natomiast bromowodorek homatropiny
jest wykorzystywany w diagnostyce okulistycznej, poniewaz wywotuje rozszerzanie
zrenic [164].
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Innym zwiazkiem bedacym alkaloidem indolowym jest semperwiryna, wystgpujaca
naturalnie migdzy innymi w klaczach Gelsemium sempervirens. Semperwiryna
opisywana jest w literaturze jako substancja hamujaca wzrost raka watrobokomérkowego
w wyniku zatrzymania cyklu komérkowego oraz indukcji apoptozy poprzez regulacje
biatka p53 [165, 166]. W niniejszej pracy do badan wykorzystywano chlorowodorek

semperwiryny.

Jerwina zostata rowniez wyselekcjonowana jako zwigzek o strukturze podobnej do
paksyliny, nalezacy do zwigzkéw pochodzenia roslinnego, wystepuje w kilaczach
ciemi¢zycy (Veratrum). Badania wskazujg, ze jerwina dziala przeciwzapalne [167],
protekcyjnie na komorki watroby podczas radioterapii [168] oraz przeciwnowotworowo
[169].
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2. Zalozenia i cele

Mitochondrialne kanaty potasowe (mitoK) petnig kluczowa role w homeostazie jonow
potasu w komorce. Badania ostatnich lat wykazaty, ze ich aktywno$¢ wptywa na procesy
fizjologiczne komorki zar6wno zwigzane z przezyciem jak i $miercig komoérek. Doktadny
mechanizm udziatlu kanatow potasowych z wewnetrznej blony mitochondrialnej
W cytoprotekcji oraz apoptozie komorki, nie jest poznany. W ostatnich latach
zidentyfikowano wiele réznych kanatow potasowych w mitochondriach tkanek
narazonych na uszkodzenia, gdzie aktywnos$¢ kanatow mitoK petni kluczowa role w ich
ochronie. Pomimo intensywnie trwajacych badan wcigz nie opisano mitochondrialnych
kanatow potasowych w tkankach bezposrednio poddawanych wptywowi czynnikow
uszkadzajacych. Opublikowane badana wykazuja, Zze cytoprotekcja komorek powigzana

jest z aktywacja mitoK poprzez substancje pochodzenia naturalnego lub syntetyczne.

W zwigzku z powyzszym badania w ramach rozprawy doktorskiej miaty na celu
zidentyfikowanie mitochondrialnego kanatu potasowego w ludzkich komorkach
nabtonka oskrzelowego, stanowigcego bariere oddzielajaca od wdychanego powietrza,
w ktorym zawieszone mogg by¢ czynniki uszkadzajace. Ponadto porownano aktywnosci
endogennie wystgpujacego mitoK z egzogennym kanatem (izoformg VEDEC kanatu
potasowego), wprowadzonego do wewngtrznej blony mitochondrialnej komorek,
niewykazujacych jego obecno$ci. Przeprowadzono rowniez eksperymenty w celu
zbadania jak na aktywno$¢ pochodzacego endogennie i egzogennie mitochondrialnego
kanatu potasowego wplywaja zwigzki pochodzenia naturalnego oraz syntetycznego,
bedace pochodnymi naringeniny oraz podobnymi do znanego inhibitora kanatu —

paksyliny. Realizujac szczegotowe cele badan skupiono si¢ na:

A. ldentyfikacji kanalu potasowego BKca w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej ludzkich komoérek nabtonka oskrzelowego (HBE) za
pomoca techniki elektrofizjologicznej patch-clamp oraz technik
biochemicznych.

B. Charakterystyce wtasciwosci biofizycznych i farmakologicznych kanatu
mitoBKca z komorek nabtonka oskrzelowego oraz zbadanie regulacji
aktywnosci kanalu przez jony wapnia, aktywator - NS11021, inhibitory —
paksyline i iberiotoksyne.
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. Ocenie  wlasciwosci  biofizycznych izoformy kanalu mitoBK_DEC
z transfekowanych ludzkich komorek embrionalnych nerki (HEK293-
BK_DEC) za pomocg techniki patch-clamp, analiza wptywu jonow wapnia
oraz modulatoréw kanatowych na prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu.

. Okresleniu metoda patch-clamp wptywu pochodnych naringeniny na
aktywno$¢ endogennego kanatu mitoBKca 0raz egzogennej izoformy VEDEC
tego kanatu.

. Ocenie zmian aktywno$ci kanalu mitoBKca z komoérek nablonka
oskrzelowego w odpowiedzi na dziatania antocyjanow.

. Poszukiwaniu inhibitorow kanatu mitoBKca wsréd zwigzkow o strukturze
podobnej do paksyliny z wykorzystaniem modelu komorkowego HEK293-
BK_DEC.
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3. Materialy i metody

3.1. Niskoczasteczkowe zwigzki chemiczne wykorzystywane w badaniach

Zwiazki niskoczasteczkowe,

ktorych wplyw na mitochondrialny kanat BKca

i BK_DEC badano w niniejszej rozprawie doktorskiej, pogrupowano i przedstawiono

w tabelach: antocyjany (Tabela 1), pochodne naringeniny (Tabela 2) oraz zwiazki

0 strukturze zblizonej do paksyliny (Tabela 3). Zaprezentowano nazwy chemiczne

zwigzkow zgodne z obowigzujacg nomenklaturg chemiczng, wzory strukturalne oraz

sumaryczne. Wszystkie badane zwigzki zostaly rozpuszczone w dimetylosulfotlenku
(DMSO, ang. dimethyl sulfoxide).

Tabela 1. Charakterystyka antocyjanéw wykorzystywanych w badaniach: 3-glukozyd
malwidyny, 3-glukozyd petunidyny, 3-glukozyd peonidyny.

Antocyjany
Nazwa (2S, 3R, 4S, 5S, 6R) -2- [5,7-dihydroksy-2- (4-hydroksy-3,5-
chemiczna | dimetoksyfenylo) chromenylium-3-ylo] oksy-6- (hydroksymetylo)
oksano-3 4,5-triol
OCH;
OH
3-glukozyd Wz6r Ho ‘ -
malwidyny strukturalny O P S
w0 LT o
HO
WZéI‘ C?_3H2501?_+
sumaryczny
Nazwa (2S,3R,4S,5S,6R)-2-[2-(3,4-dihydroksy-5-metoksyfenyl)-5,7-
chemiczna | chromenylium-3-yloJoksy-6-(hydroksymetylo)oksano-3,4,5-triol
OH
OH
3-glukozyd Wzor HO O on
petunidyny | strukturalny O P )

3\7\/

Wzor C22H2012"
sumaryczny

Nazwa (2S,3R,4S,5S,6R) -2- [5,7-dihydroksy-2- (4-hydroksy-3-
chemiczna | metoksyfenylo) chromenylium-3-ylo] oksy-6- (hydroksymetylo)

oksano-3,4,5-triol
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3-glukozyd
peonidyny

Wzoér
strukturalny

OH

Wzor
sumaryczny

CooH23011"

Tabela 2. Metylowane i prenylowane pochodne naringeniny: 8-prenylo-naringenina, 7-O-
prenylo-naringenina, 4’, 7 —di-O-prenylo-naringenina, 5-O-prenylo-naringenina, 7-O-metylo-
naringenina, 4°, 7 —di-O-metylo-naringenina, chalkon 4°, 5, 7 —tri-O-metylo-naringeniny.

Pochodne naringeniny

Nazwa 5,7-dihydroksy-2-(4-hydroksyfenylo)-8-(3-metylobut-2-en-1-
chemiczna | yl)chroman-4-on
8-prenylo- Wzor
naringenina | strukturalny
Wzor C20H2005
sumaryczny
Nazwa 5-hydroksy-2-(4-hydroksyfenylo)-7-((3-metylobut-2-en-1-
chemiczna | Yl)oksy)chroman-4-on
OH
7-0O- Wzor o o
prenylo- | strukturalny i
naringenina
OH O
Wzor C20H2005
sumaryczny
Nazwa 5-hydroksy-7-((3-metylobut-2-en-1-yl)oksy)-2-(4-((3-metylobut-2-en-
chemiczna | 1-yhoksy)fenylo)chroman-4-on
4,7 —di-O- O N
prenylo- Wzor Y O ?
naringenina | strukturalny
OH O

Wzbr C25H2805
sumaryczny
Nazwa 7-hydroksy-2-(4-hydroksyfenylo)-5-((3-metylolbut-2-en-1-
chemiczna | yl)oksy)-2,3-dihydro-4H-813-pyrano[2,3-b]pyran-4-on
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5_0_ OH
prenylo- Wzor O
naringenina | strukturalny o\Ho/
Wzor C2oH200s
sumaryczny
Nazwa 5-hydroksy-2-(4-hydroksyfenylo)-7-methoksychroman-4-on
chemiczna
OH
7-O-metylo- Wzor Hs™” [ ©
naringenina | strukturalny 7
OoH ©
Wzor C16H140s
sumaryczny
Nazwa 5-hydroksy-7-metoksy-2-(4-metoksyfenylo)chroman-4-on
chemiczna
#,7 —di-O- ) >
metylo- Wzor ~° O ©
naringenina | strukturalny
OH O
Wzbr C17H1505
sumaryczny
Nazwa (E)-1-(2-hydroksy-4,6-dimetoksyfenylo)-3-(4-
chemiczna | metoksyfenylo)prop-2-en-1-on
chalkon 4°, o
5, 7 —tri-O- Wzor _o OH O
metylo- | strukturalny O |
naringeniny bl

Wzor
sumaryczny

Ci19H180s
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Tabela 3. Charakterystyka zwigzkow o strukturze zblizonej do paksyliny z grupy terpenoidow

(ent-beyer-15-en-18-0-bursztynian,

20-hydroksyekdyson, B-amiryna, pristimerina) oraz

alkaloidow (chlorowodorek weratryny, homatropina, chlorowodorek seperwiryny, jerwina).

Zwigzki o strukturze zblizonej do paksyliny

ent-beyer-15-
en-18-O-
bursztynian

Terpenoidy
Nazwa 4-okso-4-(((4S,6aR,9S,11bS)-4,9,11b-trimetylo-
chemiczna | 1,2,3,4,4a,5,6,9,10,11,11a,11b-dodekahydro-6a,9-
metanocyklohepta[a]naftalen-4-yl)metoksy)maslan
1
= | /
NN
Wzér L ;v /
strukturalny 7o
o]

A /"‘\
N T~ (@]

0

Wzbor C24H3GO4
sumaryczny
Nazwa (2S,3R,5R,9R,10R,13R,14S,17S)-2,3,14-trihydroksy-10,13-
chemiczna | dimetylo-17-[(2R,3R)-2,3,6-trihydroksy-6-metyloheptan-2-yl]-
2,3,45,9,11,12,15,16,17-dekahydro-1H-cyklopenta[a]fenantren-
6-on
20-hydroksy-
ekdyson Wzor
strukturalny
Wzbr Ca7H4407
sumaryczny
Nazwa (3S,4aR,6aR,6bS,8aR,12aR,14aR,14bR)-
chemiczna | 4.4,6a,6b,8a,11,11,14b-octametylo-
1,2,3,43,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a-tetradekahydropicen-3-ol
B-amiryna Wzor

strukturalny

Wzor CsoHsoO
sumaryczny

Nazwa Metylo (2R,4aS,6aR,6aS,14aS,14bR)-10-hydroksy-
chemiczna | 2.4a,6a,6a,9,14a-heksametylo-11-okso-1,3,4,5,6,13,14,14b-

oktahydropiceno-2-karboksylan
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pristimerina

Wzér
strukturalny

Wzor C30H4004
sumaryczny
Alkaloidy
Nazwa (3S,4S,4aS,6aS,6bR,8S,8aS,9R,9aS,12S,15aS,15bR,16aR,16bS)
chemiczna | -4.6b,8,8a,9,15b-heksahydroksy-9,12,16b-
trimetylodokosahydro-2H-4,16a-epoksybenzo[4,5]indeno[1,2-
h]pyrido[1,2b]isoquinolin-3-yl (E)-2-metylbut-2-enoate
chlorowodorek
_/
chlorowodorek Wabr \{:ﬂ on
weratryn "
yny strukturalny _ Hol

H
ey N /{A\T
L
H
OH

WO
Wzor Cs2HagNOgeHCl
sumaryczny
Nazwa 8-metyl-8-azabicyklo[3.2.1]octan-3-yl (2R)-2-hydroksy-2-
chemiczna | fenyloctan
™, H
_If‘>L(J\ C_)H“
homatropina Wzor N ( {%, -

strukturalny 6 )
\ 7
Wzbr C16H21NO3
sumaryczny
Nazwa 1,2,3,4-tetrahydroindolo[2',3":3,4]pyrido[1,2-b]isoquinolin-6-
chemiczna | ium-13-ide chlorowodorek
chlorowodorek Wzbr "
seperwiryny strukturalny | T
=NT_= HCl

Wzbr C19H16N2'HC1
sumaryczny
Nazwa (3S,3'R,3'aS,6'S,6aS,6bS,7'aR,9R,11aS,11bR)-3-hydroksy-
chemiczna | 3.6',10,11b-tetrametylospiro[1,2,3,4,6,6a,6b,7,8,11a-

dekahydrobenzo[a]fluorono-9,2'-3a,4,5,6,7,7a-heksahydro-3H-
furo[3,2-b]pyridine]-11-on

49




Wzor
jerwina strukturalny

Wzor C27H39sNO3
sumaryczny

3.2. Modele badawcze wykorzystane w badaniach mitochondrialnych kanaléw
potasowych

W badaniach wykorzystano linie komoérkowe, réznigce si¢ z uwagi na obecnos¢ biatka
kanalowego mMitoBKca. Zastosowano model badawczy ludzkich komorek nabtonka
oskrzelowego (HBE), charakteryzujacych si¢ wystepowaniem endogennego
plazmatycznego kanatu BKca oraz ludzkie embrionalne komorki nerki 293 (HEK293),
ktére nie wykazuja ekspresji tego kanatu. Wykorzystano techniki molekularne, ktore
umozliwity wprowadzenie do komoérek HEK293 genu kodujacego mitochondrialng
izoform¢ VEDEC kanatu BKca. W Pracowni Wewnatrzkomorkowych Kanatow
Jonowych otrzymano nowag linie¢ komorkowa (HEK293-BK_DEC) posiadajaca

egzogenny mitochondrialny kanat potasowy.

3.2.1. Komorki nablonka oskrzelowego (HBE)

Linia komorkowa ludzkiego nabtonka oskrzelowego 16HBE140- (HBE, ang. Human
Bronchial Epithelial Cells) zostala wyprowadzona przez prof. Dieter Gruenert
z Uniwersytetu Kalifornijskiego w San Francisco, o numerze katalogowym UC Case
No.SF1992-A66. Pierwotne komorki nabtonka oskrzelowego, pochodzace z wycinkow
bronchoskopowych, zostaly uniesmiertelnione poprzez transformacj¢ onkogennym
wirusem SV40 [170]. Komorki dzieki temu zyskaly zdolnos¢ do nieograniczonych
podziatéw w warunkach hodowli in vitro, umozliwiajac tym samym przeprowadzanie
eksperymentow na powtarzalnym modelu badawczym. Na Rycinie 9 zaprezentowano

fotografiec mikroskopowa przedstawiajaca morfologie komorek. Komoérki HBE
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hodowano w zmodyfikowanym plynie Minimum Essential Medium Eagle (nr Kat.
M4655; Sigma-Aldrich), uzupelnionym 10% ptodowa surowicg bydleca (FBS, ang. fetal
bovine serum), 1% mieszaning antybiotykow penicyliny z streptomycyng, W sterylnej,
wilgotnej atmosferze 5% CO2, w temperaturze 37 °C. W celu oderwania komorek od
podtoza ptukano hodowle dwukrotnie, cieptym (37 °C) roztworem PBS (s6l fizjologiczna
w buforze fosforanowym, ang. phosphate-buffered saline), a nast¢pnie wykorzystywano
trypsyng. Komorki pasazowano €O trzy dni, w momencie osiggniecia 90-100%
konfluencji naczynia hodowlanego. Eksperymenty wykonywano z zastosowaniem

komorek pomigdzy 6 a 25 pasazem.

100 pm

Rycina 9. Fotografia mikroskopowa przedstawiajaca komorki nabtonka oskrzelowego (HBE),
wykonana z uzyciem mikroskopu optycznego ze §wiattem przechodzacym i kontrastem fazowym
(Olympus 1X71) oraz kamery (DLT-Cam PRO 8 MP USB 3.0.).

3.2.2.  Embrionalne komérki nerki zawierajace mitochondrialng VEDEC
izoforme kanalu BKca (HEK293-BK_DEC)

Ludzkie embrionalne komorki nerki (HEK293, ang. Human Embryonic Kidney 293
Cells) pozyskano z Amerykanskiej Kolekcji Hodowli Komoérkowych (ATCC, ang.
American Type Culture Collection), o numerze katalogowym CRL-2922™, Komorki
HEK293 sa stabilng linig komorkowa, unieSmiertelniong na drodze transformacji
adenowirusem 5 (AdS5), w celu zaktocenia cyklu komoérkowego oraz zapobiegania
apoptozy. Obecnos¢ wirusa Ad5 umozliwia wysoki poziom produkcji rekombinowanych
biatek, w szczegolnosci bialek w wektorach plazmidowych zawierajacych promotor
CMV [171]. Dzigki tej wihasciwosci komorki HEK293 stanowig doskonaly model

eksperymentalny do przeprowadzania transfekcji komorkowych.
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Wykorzystujac komorki HEK293 opracowano nowa linie komorkowa HEK?293-
BK_DEC, zawierajgca mitochondrialny kanat BKca. Wykorzystujac plasmid pcDNA3.1
zawierajacy gen kodujacy mitochondrialny (VEDEC) wariant podjednostki o kanatu
BKca oraz transfektant - polietylenoimina (PEI), przeprowadzono transfekcje komorek
HEK?293 [102, 172]. Otrzymano stabilng lini¢ komérkowa HEK293-BK_DEC, odporna

na dziatanie antybiotyku genetycyny.

Embrionalne komoérki nerki hodowano w zmodyfikowanej pozywce Dulbecco's
Modified Eagle Medium (4,5 g/l glukozy; nr kat. L0O106-500, Biowest) wraz z 10%
ptodowa surowicg bydleca (FBS), 1% mieszaning antybiotykdw penicyliny
z streptomycyng oraz 1% L-glutaming. Do ptynu hodowlanego dedykowanego dla
komorek HEK293-BK DEC, dodawano rowniez 1% genetycyny, w celu weryfikacji
komorek z plazmidem pcDNA3.1 zawierajacy wprowadzany gen. Obie linie komorkowe
HEK293 hodowano w temperaturze 37 °C oraz w sterylnej, wilgotnej atmosferze 5%
CO». Do badan wykorzystano komorki pomiedzy 4 a 25 pasazem. Na Rycinie 10
przedstawiono przyktadowe fotografie dwoch linii komorkowych HEK293, r6znigcych

si¢ obecnoscig kanatu potasowego BKca.

A. B.

— o —
100 pm ~ 4 100'pm

Rycina 10. Fotografie mikroskopowe przedstawiajaca komorki embrionalne nerki HEK293 przed
transfekcja (A) oraz po transfekcji (HEK293-BK DEC) plazmidem zawierajacym gen kodujacy
mitochondrialny kanat potasowy BKca (B). Fotografie wykonane za pomoca mikroskopu
optycznego ze $wiattem przechodzacym i kontrastem fazowym (Olympus IX71) oraz kamery
(DLT-Cam PRO 8 MP USB 3.0.).
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3.3. Pomiary elektrofizjologiczne

Identyfikacje i regulacje kanatu potasowego mitoBKca Wykonano z wykorzystaniem
techniki patch-clamp. Ponizej opisano poszczegdlne etapy otrzymywania preparatu

mitoplastow do pomiaroéw elektrofizjologicznych.

3.3.1. Otrzymywanie preparatu mitoplastéw

Izolowanie mitochondriow wykonywano z dwoch linii komérkowych nablonka
oskrzelowego (HBE) oraz transfekowanych embrionalnych komorek nerki (HEK293-
BK_DEC), w temperaturze 4 °C. W celu zebrania komorek z naczyn hodowlanych,
plukano warstwe komorek zimnym roztworem PBS, nastepnie zdrapywano oraz
wirowano w proboéwce stozkowej o pojemnosci 50 ml. Proces osadzania komorek
zachodzit przy 400 x g, przez 8 min w temperaturze 4 °C. Uzyskany osad komorkowy
zawieszono w roztworze do izolacji (250 mM sacharoza, 5 mM HEPES i 1 mM EGTA,
pH 7,2), w celu dezintegracji komorek za pomocg homogenizatora. Nastgpnie wykonano
wirowania réznicowe otrzymanej zawiesiny, kazde trwajace 10 min w 4 °C. W wyniku
pierwszego wirowania przy 9 200 x g, odlano nadsacz i ponownie zawieszono osad
w celu kolejnego wirowania. Po drugim wirowaniu przy 750 x ¢, supernatant
przeniesiono do nowej probowki i wykonano ostatnie wirowanie przy 9 200 x g.
Mitochondria zawieszono w okoto 0,3 ml roztworu do izolacji. Wszystkie etapy izolacji
przeprowadzono na lodzie w 4 °C. Procedurg oczyszczenia mitochondriow wykonywano

bezposrednio przed pomiarami elektrofizjologicznymi.

Do pomiaréw elektrofizjologicznych pobierano 30 pl zawiesiny mitochondriow
i rozcienczano w 1 000 ul roztworu izotonicznego (150 mM KCI, 10 mM HEPES, 100
uM CaCly, pH 7,2). Nastgpnie przygotowywano zawiesing mitoplastow, poprzez
inkubacj¢ mitochondriow w roztworze hipotonicznym (5 mM HEPES i 100 uM CaCly,
pH 7,2), przez okoto 1-2 minuty, w celu wywotania pecznienia i przerwania zewnetrznej
btony mitochondrialnej. Nastgpnie aby zahamowac¢ proces pgcznienia mitochondridw,
dodawano roztwor hipertoniczny (750 mM KCl, 30 mM HEPES i 100 uM CaCly,
pH 7,2), uzyskujac mieszaning izotoniczng z zawieszonymi mitoplastami. Otrzymane

struktury charakteryzowaly si¢ rozfaldowang wewnetrzng btong mitochondrialna,
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wygladem przypominajace przezroczyste pecherzyki z widoczng pozostatoscia

zewnetrznej btony mitochondrialne;j.

3.3.2.  Technika patch-clamp

Pomiary elektrofizjologiczne wykonywano z wykorzystaniem techniki stabilizacji
skrawka btony (technika patch-clamp), ktéra umozliwia pomiar przeptywu jonow przez
biatka zlokalizowane w dwuwarstwie lipidowej. Technika ta pozwala mierzy¢ aktywno$¢
kanatow jonowych, a dokladnie zmiany pradu jonowego w czasie rzeczywistym.
Wykonywane pomiary sg bardzo precyzyjne oraz umozliwiaja ocen¢ przeptywu jonow
przez pojedynczy kanat jonowy zlokalizowany w obtonionych organellach
komorkowych oraz blonie plazmatycznej. W roku 1991, za odkrycie tej metody, dwdch

naukowcoéw E. Neher i B. Sakmann otrzymato Nagrode Nobla [173].

Eksperymenty z uzyciem mitoplastow przeprowadzono zgodnie z opisem
w dotychczas opublikowanych pracach [107, 174, 175]. Pomiary wykonywano za
pomocg szklanej mikropipety o bardzo malej $rednicy, ktérg zasysano plywajace
pecherzyki mitoplastow. Pipety posiadaty otwarta oporno$¢ koncoéwki wynoszaca ok. 15-
18 MQ. Wnetrze mikropipety wypetniano roztworem izotonicznym (150 mM KCl,
10 mM HEPES i 100 uM CacCly, pH 7,2), o sktadzie zblizonym do ptynu w przestrzeni
mi¢dzybtonowej w mitochondriach. Mitoplasty przygotowywano zgodnie z opisem
powyzej, pod mikroskopem rozpoznawano je obserwujac wielkos¢, przezroczystosé,
okragly ksztalt oraz charakterystyczne wystepowanie pozostatosci zewnetrznej btony
mitochondrialnej. Podczas wykonywania doswiadczen koncowka mikropipety styka si¢
z powierzchnig blony mitoplastu tworzgc stabilny kontakt, tak jak na Rycinie 11.
W momencie obecno$ci kanalu jonowego w skrawku blony, w §wietle pipety mozliwy

jest pomiar pradu jonowego w czasie.
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Rycina 11. Fotografia przedstawiajaca szklang pipete (mikropipete) wraz z zassanym
mitoplastem. Fotografia wykonana za pomoca mikroskopu optycznego ze $wiatlem
przechodzacym i kontrastem fazowym (Olympus 1X71) oraz kamery (DLT-Cam PRO 8 MP USB
3.0).

Sygnat pradu jonowego rejestrowano poprzez zastosowanie wzmacniacza Axopatch
200B, przeksztalcano przez przetwornik analogowo-cyfrowy Digidata 1440A,
probkowano przy czestotliwosci 100 kHz i filtrowano przy 1 kHz. Oprogramowanie
Clampex 10.7 umozliwiato zapis zmian przeptywajacego pradu jonowego. Identyfikacje
kanatu jonowego wykonano poprzez analize zarejestrowanej aktywnos$ci kanatu, oceng
prawdopodobienstw otwar¢ (Po, ang. channels opening probability) oraz amplitudy.
Do badania wptywu substancji na aktywnos$¢ kanatu wykorzystywano system perfuzji.
Badane zwigzki chemiczne byty rozcienczane w roztworze izotonicznym i podawane za
pomoca szklanej rurki o znacznie wigkszej srednicy niz mikropipeta wraz z mitoplastem.
Uktad perfuzyjny napedzany przez pompe perystaltyczng, umozliwial staty przeptyw
roztworu wraz z modulatorami kanatowymi do naczynia, w ktorym odbywat si¢ pomiar
elektrofizjologiczny. Za pomoca systemu perfuzji, badane substancje aplikowano na
kanat od strony macierzy mitochondrialnej. Natomiast podczas wykonywania
eksperymentow z iberiotoksyna (IbTx), napelniano szklang pipete roztworem z badanym
modulatorem w celu aplikacji od strony przestrzeni miedzybtonowej. Podczas analiz
zarejestrowanych aktywnosci oceniano cigg zdarzen polegajacych na otwieraniu (stan
otwarty; moment w ktorym przeptywaja jony) i zamykaniu kanatu (stan zamkniety, brak
przeptywu jonéw). Porownywano rejestracje kontrolne, czyli przed podaniem badanego
zwigzku chemicznego 1 po plukaniu roztworem zawierajacym modulator kanatlu
potasowego. Na Rycinie 12 przedstawiono schemat doswiadczen z zastosowaniem

techniki patch-clamp w konfiguracji ,,inside-out”.
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Rycina 12. Schemat techniki patch-clamp przedstawiajacy poszczegélne etapy: izolowanie
mitochondriéw, przygotowanie mitoplastow, zassanie Skrawka btony mitoplastu przez
mikropipete, dodanie badanej substancji oraz przyktadowa rejestracja.

3.3.3.  Analiza danych uzyskanych technika patch-clamp

Dane uzyskane podczas eksperymentdw analizowano poprzez okreslenie
prawdopodobienstwa otwarcia kanalu (Po). Po jest stosunkiem sumarycznego czasu
otwar¢ kanatu do catkowitego czasu trwania rejestracji aktywnosci kanatu. Wynik
eksperymentow w ktorych obserwowano jeden kanat przedstawiono jako Po, natomiast
doswiadczenia z obecno$cig dwoch do o$miu kanatléw w tym samym skrawku btony
wyliczano jako NP, (prawdopodobienstwo otwarcia N liczby kanatéw). W rejestracjach
Z 1loscig kanalow wigkszej niz 8, prawdopodobienstwo otwar¢ wyliczano z stosunku
pradu elektrycznego przeplywajacego przez kanaty do maksymalnego pradu, ktéry moze
przeplyna¢ przez kanaly, w danym wycinku czasowym. Dos$wiadczenia
elektrofizlogiczne wykonywano w n powtorzeniach. W obrgbie jednego doswiadczenia
analizowano kilka wybranych rejestracji elektrofizjologicznych w okreslonych

warunkach eksperymentalnych (kontrolnych lub po dodaniu badanego zwiazku).

3.4. Identyfikacja kanalu BKca w liniach komorkowych

Oceng obecno$ci mitochondrialnego kanatu BKca w badanych liniach komérkowych
przeprowadzono rowniez za pomocg technik molekularnych. Ponizej przedstawiono
poszczegodlne techniki analizy poziomu ekspresji gendw oraz biatek budujacych kanat

potasowy BKca w komorce.
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3.4.1. Analiza poziomu ekspresji genéw

Oceng poziomu ekspresji genéw analizowano poprzez ilo§ciowg tancuchowa reakcje
polimerazy oraz w czasie rzeczywistym. Opisano etapy poczawszy od izolowania
materiatu genetycznego z badanych linii komoérkowych, poprzez odwrotng transkrypcje

oraz tancuchowa reakcj¢ polimerazy.

34.1.1. Izolowanie RNA

Badane linie komérkowe hodowano wedlug procedury opisanej w Rozdziale 3.2.
Modele badawcze wykorzystane w badaniach mitochondrialnych kanatow potasowych.
Znad komoérek znajdujacych sie w naczyniach hodowlanych 75 c¢cm? zlewano plyn
hodowlany, przeptukiwano roztworem PBS, zdrapywano i odwirowano przy 400 X ¢
przez 8 minut. Do izolowania kwasu rybonukleinowego (RNA, ang. ribonucleic acid)
zastosowano komercyjnie dostepny zestaw RNeasy Mini Kit (nr kat. 74104; QIAGEN).
Osad komorkowy zawieszano w 350 pl buforu RLT, nast¢gpnie dodawano takg samg ilo$¢
70% etanolu, cato$¢ mieszano za pomocg pipety automatycznej. Uzyskang gesta
zawiesing komorkowg naktadano na kolumienki ze ztozem do oczyszczania. Nastepnie
wirowano przy 10 000 x g, przez 15 sekund, przesacz wylewano do odpadow. Ponownie
na ztoze dodawano 350 ul buforu RW1, wirowano w tych samych warunkach (10 000
X g, przez 15 sekund), przesacz odlewano. Do kolumienki dodawano 10 pl enzymu
deoksyrybonukelazy (DNase), przecinajacego kwas deoksyrybonukleinowy (DNA, ang.
deoxyribonucleic acid) wraz z 70 ul buforu RDD, roztwér pozostawiono na 15 minut
inkubacji ze ztozem. W nastepnym etapie dodawano 350 pl buforu RWI1 i ponownie
wirowano jak uprzednio, przesagcz wylewano. Na ztoze nanoszono 500 pl buforu RPE,
wirowano (10 000 x g przez 15 sekund), nastepnie czynno$¢ powtarzano. Do sterylnej
probowki o pojemnosci 1,5 ml przenoszono kolumienk¢ ze ztozem, przeprowadzano
elucje RNA z wykorzystaniem czystej wody (wolnej od nukleaz) i wirowaniem
z predkoscig 10 000 xg przez 1 minute. Otrzymany eluat przechowywano w temperaturze

4 °C w celu oznaczenia stgzenia.

Pomiar stezenia RNA wykonywano za pomoca spektrofotometru Cary 60 UV-Vis
(Agilent Technologies). Stezenie mierzono przy dtugosciach fali 260 nm i 280 nm, jako
kontrole uzywano czysta wode, na adapter nanoszono 2 ul badanych roztwordw.

Wyznaczono stosunek wartosci absorbancji przy obu dlugosciach fali (A260/A280),
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parametr definiujacy czystos¢ probki. O doskonatej czystos¢ wyizolowanego RNA

swiadczyta warto$¢ parametru w granicach 2. Wyliczano stezenie otrzymanego RNA.

3.4.1.2. Synteza cDNA

Przeprowadzono reakcj¢ odwrotnej transkrypcji z otrzymanego RNA w celu syntezy
jednoniciowego cDNA (ang. complementary DNA). Wykorzystano komercyjnie
dostepny zestaw RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (nr kat. K1622; Thermo
Fisher Scientific Inc.). Przygotowywano mieszaning, w sktad ktorej wchodzito: 5 pg
matrycy RNA, 1 ul polinukleotydowych starterow (Random Hexamer Primer) oraz ultra
czysta woda, nastepnie mieszano i inkubowano w temperaturze 65 °C przez 5 minut.
W kolejnym etapie sporzadzono mieszaning reakcyjng, do przygotowanej wczesniej
matrycy wraz ze starterami dodawano: 1 pl enzymu katalizujacego reakcje odwrotnej
transkrypcji (RevertAid M-MuLV RT 200 U/ul), 2 ul roztworu deoksynukleotydow
(10 mM dNTP Mix; ang. deoxy nucleoside triphosphate), 4 ul buforu reakcyjnego
(5x Reaction Buffer), 1 ul inhibitora RNazy (zahamowanie enzymu trawigcego RNA;
RiboLock RNase Inhibitor). Przygotowang mieszaning zwirowywano oraz przenoszono
do bloku grzejnego z otworami na probowki (C1000 Thermal Cycler, Bio-Rad
Laboratories Inc.). Reakcj¢ przeprowadzono w nastepujacych etapach: inkubowano
mieszaning w temperaturze 25 °C przez 5 minut, nast¢pnie w 42 °C przez 60 minut oraz
w koncowym kroku w 70 °C przez 5 min, po czym schtodzono probke do temperatury
4 °C. Otrzymang mieszaning z matryca cDNA wykorzystywano do dalszych

eksperymentow lub przechowywano w temperaturze -80 °C.
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3.4.1.3. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR)

Otrzymang matryce cDNA wykorzystywano do przeprowadzenia dos$wiadczen
tancuchowej reakcji polimerazy. Przygotowywano mieszaning reakcyjng dodajac 12,5 ul
mieszaniny polimerazy DNA wraz z dedykowanym buforem (REDTag® DNA
Polymerase, nr kat. MFCD01635818; Sigma-Aldrich), 1 ul matrycy cDNA, 2 ul starteréw
przednich i wstecznych (w stosunku 1:1; przedstawione w Tabeli 4) specyficzne dla
badanych genow oraz 9,5 ul wody. Reakcje przeprowadzano w objetosci 25 pul

W nastepujacych warunkach:

- denaturacja wstepna W temperaturze 94 °C przez 5 minut

- denaturacja w temperaturze 94 °C przez 40 sekund

- przytaczanie starterow w temperaturze 58-65 °C przez 40 sek. 35cykli
- wydtuzanie syntetyzowanej nici DNA w 72 °C przez 1 minutg

- zakonczenie reakcji w 72 °C przez 10 minut

- schtodzenie mieszaniny reakcyjnej w temperaturze 4 °C

Obecno$¢ produktu tancuchowej reakcji polimerazy sprawdzano z wykorzystaniem
2% zelu agarozowego z dodatkiem 5 pul Midori Green Advance (nr kat. MG04, Genetics)
w $wietle UV w obecnosci standardu wielkosci (GeneRuler 100 bp DNA Ladder Mix;
nr kat. SM0241, Thermo Scientific, zakres od 100 - 1 000 par zasad). Po potwierdzeniu
obecnosci produktéow amplifikacji wykonywano zdjecia za pomocg urzadzenia do
dokumentacji zeli agarozowych wraz z oprogramowaniem (Syngene USA). W Tabeli 4

przedstawiono sekwencje uzytych do badan specyficznych starteréw.

Tabela 4. Sekwencje starteréw przednich i wstecznych specyficznych dla odpowiednich genow.

Sekwencja Sekwencja
Nazwa Kodowane startera startera Wielkos§¢
genu biatko przedniego wstecznego produktu
(5-3°) (3’-5°)
KCNMAL1 podjednostka a CCGCAGACACTGGCC | GAGCATCTCTCAGC 167 pz
kanatu BKca AATAG CGGTAA
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VEDEC izoforma VEDEC | GGGACAAACAGAATG| GGTACTCATGGGCT 452 pz
podjednostki o CAACA TGATTT
kanatu mitoBKc,

KCNMB1 podjednostka B1 CCAGAACCAGCAGTG | GCTCTTGGAATTTG 95 pz
kanatu BKca CTCCTACAT GCTCTGAC

KCNMB2 podjednostka B2 CACACTCCTGCGCTCA ACCTGGAGGCAGG 147 pz
kanatu BKca TAC GGTAC

KCNMB3 podjednostka B3 ATATCATGGACGACT | CTATCTTGGTGGCA 178 pz
kanatu BKca GGCTG CTTAGG

KCNMB4 podjednostka p4 GTTCGAGTGCACCTTC| AGGAGCACTTGGG 169 pz
kanatu BKca ACCT GTTGGT

GAPDH dehydrogenaza TCAAGACACCATGG | GAATCATATTGGA 161 pz
aldehydu 3- GGAAGGTGAA ACATGTAAACCAT

fosfoglicerynowego G
3.4.14. Ilo$ciowa lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

(RT-GPCR)

Przeprowadzone do$wiadczenia RT-QPCR umozliwity analize 1 wizualizacje
produktow w trakcie trwania reakcji w poréwnania do ilosciowej tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). Podczas eksperymentow wykorzystywano matryce cDNA otrzymang
wedtug procedury opisanej w Rozdziale 3.4.1.2. Synteza cDNA. Przygotowywano
mieszaning reakcyjng sktadajaca sie z 6 pl rozcienczonej woda matrycy, 2 pl starterow
przednich i wstecznych (w stosunku 1:1; przedstawione w Tabeli 4) specyficzne dla
badanych genow oraz 12 ul Power SYBR™ Green Master Mix (mieszanina polimerazy
wraz ze znakowanymi fluoroforem oligonukleotydowymi sondami; Thermo Fisher
Scientific, Inc). Calos$¢ przenoszono do studzienki w ptytce 96-dotkowej (MircoAmp Fast
Optical 96-well Reaction Plate 0,1 ml, Applied Biosystems). Nastepnie ptytke zaklejano
za pomocg specjalnej foli (MicroAmp™ Optical Adhesive Film, Applied Biosystems).
Zamknietg ptytke wytrzasano za pomoca vortexu oraz wirowano przy 500 X g przez
5 minut. Nastepnie wykorzystano urzadzenie 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) w celu przeprowadzenia reakcji w warunkach (2 minuty
w temperaturze 50-60 °C, 10 minut w temperaturze 95 °C i nastgpnie 45 powtorzen:
15 sekund w temperaturze 95 °C oraz 1 minuta w temperaturze 60 °C). Otrzymane wyniki

analizowano metoda AACt, badang probe odnoszono do warunkéw kontrolnych (woda
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zamiast cDNA) 1 genu referencyjnego — GAPDH (dehydrogenaza aldehydu
3- fosfoglicerynowego, ang. glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase).

3.4.2. Analiza bialek metoda Western blot

Ocena ilo$ciowa biatka za pomocg techniki Western blot umozliwia badanie obecno$¢
produktu translacji mRNA. Podczas przeprowadzonych eksperymentow zbadano biatka

tworzace kanal BKcaw badanych liniach komoérkowych oraz we frakcji mitochondrialne;.

3.4.2.1. Oczyszczanie mitochondriéw oraz przygotowanie lizatow
komorkowych

W celu przygotowania preparatow biatkowych wysiewano komorki na naczynia
hodowlane o duzej powierzchni (szalki Petriego o $rednicy 150 mm). Komorki zbierano
z 20 szalek, aby otrzymac¢ jedna probke zawierajaca biatka z frakcji mitochondrialnej,
frakcji niemitochondrialnej (lizat komorkowy pozbawiony mitochondriéw) oraz lizatu
komorkowego. Komorki bedace w ok. 90% konfluencji odklejano za pomoca cieptej
trypsyny, po wczesniejszym dwukrotnym przeplukaniu roztworem PBS. Reakcje
enzymatyczng zatrzymywano poprzez dodawanie do ptywajacych komorek, medium
hodowlanego zawierajacego 10% FBS. Zawiesing komorek zbierano do probowki
stozkowej 1 wirowano przy 800 x g przez 10 minut. Nadsgcz zlewano do odpadow a osad
zawieszano w 50 ml roztworu PBS, w celu przeptukania komorek oraz policzenia za
pomocg licznika komorek (TC20 Auto cell counter, BioRad Laboratories, Inc). W celu
osiggnigcia lepszej efektywnosci zliczania komorek, wybarwiono je za pomoca biekitu
trypanu. Zawiesing powtornie zwirowano w tych samych warunkach jak uprzednio.
Przeniesiono komorki na 16d, podczas kolejnych etapow doswiadczenia utrzymywano
temperature 4 °C. Osad komorkowy zawieszono w 16 ml buforu IB+BSA (210 mM
mannitol, 70 mM sacharozy, 0,5 M HEPES-KOH, pH 7,2 oraz 0,25% BSA) z dodatkiem
1 mM fluorku fenylometylosulfonylu (PMSF) oraz mieszaniny inhibitoréw proteaz (mini
cOmplete™, Roche). Nastepnie przerywano cigglosé blony komorkowej poprzez dodanie
digitoniny (16 pl na 300-500 mln komodrek). Ponownie wybarwiano komorki bekitem
trypanu w celu oceny dezintegracji btony plazmatycznej pod mikroskopem, komorki
Z uszkodzong btong barwity si¢ na kolor niebieski. Zawiesing komorek wirowano przy

3000 x g, przez 5 minut w temperaturze 4 °C. Nadsgcz wylano do odpadow a uzyskany
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osad o zelowatej konsystencji zawieszono w 8 ml buforu IB+BSA. Zawiesing
przenoszono do szklanego homogenizatora w celu dezintegracji komorek, po
homogenizacji pobierano 1 ml probki lizatu komoérkowego, odktadano na 16d do
pozniejszych wirowan. Pozostate 7 ml ponownie wirowano zawiesing przez 5 minut,
z predkoscig 600 xg (4 °C). Nadsgcz przelano do nowej probowki stozkowej i poddano
godzinnemu wirowaniu przy 10 000 x g w temperaturze 4°C. Frakcja mitochondrialna
charakteryzowatla si¢ jasnobragzowym osadem pokrytym niewielka ilo$cig jasnego nalotu,
Z nadsaczu pobierano probke frakcji niemitochondrialnej, pozostatos¢ odlano. Za pomoca
pipety automatycznej delikatnie zebrano zewngtrzna, jasng warstwe znad docelowego
osadu. Pozostalg zawarto$¢ zawieszono w 5 ml buforu IB+BSA i zwirowano (10 000 xg,
30 minut w 4 °C). Ponownie zawieszono osad w buforze IB+BSA (700ul) i wirowano
przy tych samych parametrach w celu poprawienia czysto$ci preparatu, czynno$¢
wykonano dwukrotnie. Pozyskany osad wraz z osadami pozostatych frakcji (lizat
komorkowy oraz frakacja niemitochondrialna) zawieszono w buforze 1B, w celu
odptukania BSA z probek biatkowych, zwirowano (10 000 x g, 15 minut, 4 °C), ostatni
etap oczyszczania rowniez wykonywano dwukrotnie. Otrzymang biatkowa frakcje
mitochondrialng, niemitochondrialng oraz lizatu komoérkowego przygotowywano do
pomiaru stezenia biatka lub mrozono w ciektym azocie i przechowywano w -80 °C, do

dalszych doswiadczen.

3.4.2.2. Pomiar st¢zenia bialka

Stezenie bialka w otrzymanych preparatach pozyskanych z réznych frakeji
komoérkowych mierzono za pomocg metody Bradford. Na podstawie biatka
referencyjnego albuminy bydlecej (BSA) wyliczano stezenie badanych probek. Jako
standard uzywano 2 mg/ ml BSA, sporzadzano krzywa standardowa oparta na r6znych
stezeniach (0, 1, 3, 5, 7, 10 pg/ ml). Pobierano 1 i 2 ul z badanych preparatéw, ktore
umieszczano w probowkach pomiarowych, nastepnie dodawano 50 ul NaOH (100 mM)
w celu denaturacji biatek, inkubowano przez 5 minut. Nastepnie dodawano 1 ml
rozcienczonego (1:5) komercyjnie dostgpnego barwnika (Bio-Rad Protein Assay Dye
Reagent Concentrate; Bio-Rad Laboratories, Inc.), umozliwiajagcego pomiar zmian
absorbancji. Mieszaning inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej. Pomiar

absorbancji przeprowadzano z wykorzystaniem spektrofotometru (UV-160A, Shimadzu,
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Japonia) przy dlugosci fali 595 nm. Na podstawie uzyskanych danych, pochodzacych

Z dwoch powtorzen dla 112 pl obliczano koncowe stgzenie biatka w badanych probkach.

3.4.2.3. Elektroforetyczny rozdzial bialek

Po uzyskaniu preparatu biatkowego przystepowano do przygotowania probek w celu
natozenia na zel umozliwiajacy elektroforetyczny rozdzial biatek. Znajac stezenie
probek, rozcienczano je w stosunku 4:1 (probka:bufor) poprzez dodanie buforu
obcigzajacego (bufor Laemmli, Bio-Rad Laboratories, Inc) z dodatkiem 2 M ditiotreitol
(DTT) oraz 10 mM PMSF. Przygotowywane probki mieszano i podgrzewano w 95 °C
przez 5 minut w celu denaturacji. Aby natozy¢ odpowiednig ilo§¢ probki na zel,

wyliczano ponownie stgzenie probki z uwzglednieniem rozcienczenia buforem
obcigzajacym.

Rozdziat biatek wykonywano za pomocag jednokierunkowej, denaturujacej
elektroforezy w zelu poliakryloamidowym - metoda SDS-PAGE. Przygotowywano zel
poliakryloamidowy sktadajacy si¢ z 12,5% zelu rozdzielajacego 1 4% zelu
zaggszczajacego, sktad przedstawiono w Tabeli 5.

Tabela 5. Sktad zelu poliakryloamidowego stosowanego do rozdzialu bialek metodg
jednokierunkowej elektroforezy w warunkach denaturujacych.

12,5% zel rozdzielajacy | 4% zel zageszczajacy
woda 6 320 pul 2 840 ul
0,8 M Tris pH 6,8 - 1250 ul
1,875 M Tris pH 8,8 3500 ul -
10% SDS 170 pl 100 pl
akryloamid / bis-akryloamid 6 900 pl 750 ul
(30%/0,8%,)

10% APS 100 pl 45 ul
TEMED 10 ul 15 ul
koncowa objetosé 17 ml 5ml

Po przygotowaniu dwoch mieszanin Zelu, przystgpowano do wylewania roztworu

pomiegdzy odtluszczone 96% etanolem szyby. Wykorzystywano zestaw do wylewania
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zeli oraz rozdzialu pionowego MInNIPROTEAN Tetra Handcast System (Bio-Rad
Laboratories, Inc.). W uszczelnione szyby zestawu umieszczano w pierwszej kolejnosci
12,5% zel rozdzielajace, do % wysokosci szyb, od gory zalewano woda. Po godzinie, gdy
zel rozdzielajacy spolimeryzowal wylewano 4% zel zageszczajacy | umieszczano
»grzebien”, ktory tworzy studzienki, umozliwiajace nakladanie  probek.
Po spolimeryzowaniu zelu naktadano standard wielkosci (PageRuler™ Prestained
Protein Ladder, 10 - 180 kDa; nr kat. 26616, Thermo Scientific) oraz probki
w odpowiednim stezeniu. Do aparatu wlewano bufor glicynowy o pH 8,3 (25 mM Tris;
200 mM glicyna; 0,1% SDS). Rozdziat biatek prowadzono poczatkowo przez 10 minut
przy napieciu statym 80 V, a nastgpnie zwigkszano napigcie do 100 V przez 1 — 1,5
godziny. Po zakonczeniu zel usuwano i przystepowano do transferu biatek na membrang

PVDF (z polifluorku winylidenu; Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Transfer biatek z zZelu poliakryloamidowego na membrang PVDF wykonano
prowadzac mokry elektrotransfer z uzyciem buforu do transferu o pH 8,3 (20 mM Tris;
150 mM glicyna; 0,02% SDS; 20% metanol) w uprzednio wykorzystywanym aparacie
do rozdziatu z uwzglgdnieniem zestawu do transferu Mini-Trans Blot Cell (Bio-Rad).
Transfer prowadzono przy natgzeniu 250 mA przez 2 godziny w temperaturze 4 °C.
Po zakonczeniu oceniano efektywno$¢ transferu poprzez detekcje biatek na membranie,
uzywano barwnika do znakowania biatek (Gel Code™ Blue Safe Protein Stain). Barwnik
wiaze si¢ nietrwale do polipeptydow, pozwalajac na wizualizacje biatek. Zaznaczano na
membranie wysoko$¢ prazkow standardu. Nastgpnie membrang odbarwiano roztworem
(50 % metanol, 10 % kwas octowy, woda) az do catkowitego zniknigcia barwnika.
Membrane ptukano wodg oraz roztworem TBST (50 mM Tris; 150 mM NacCl;
0,1% Tween 20).

Po dokonaniu oceny jakosci transferu, membrang blokowano 5% odtluszczonym
mlekiem w roztworze TBST przez 1 godzine, na kolysce laboratoryjnej. Nastepnie
plukano membrang trzykrotnie przez 10 minut w TBST, aby usung¢ nadmiar mleka.
W kolejnym etapie przystepowano do identyfikacji wybranych bialek, poprzez nocng
inkubacje z przeciwcialami I-rzgdowymi (Spis przeciwciat przedstawiono w Tabeli 6;
pochodzenia mysiego lub kroliczego) w temperaturze 4 °C, na kotysce laboratoryjne;.
Nastepnego dnia usuwano nadmiar przeciwciat oraz odptukiwano przeciwciala I-rzgdowe
poprzez trzykrotne 10-minutowe przemywanie membrany buforem TBST

w temperaturze pokojowej. W kolejnym kroku membrane inkubowano przez 1 godzing
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z odpowiednio dobranymi przeciwciatami Il-rzedowymi (anty-mysim w rozcienczeniu
1:5000 lub anty-kréliczym w rozcienczeniu 1:10 000). Uzywano przeciwcial
II-rzedowych sprzezonych z peroksydazg chrzanowg (HRP). Po zakonczonej inkubaciji,
membrang przeptukiwano TBST 1 przenoszono do kasety umozliwiajacej
przeprowadzenie reakcji chemiluminescencji. Na membrang z biatkami nakrapiano
roztwor wywotujacy (ECL™ Prime, Amersham™), zgodnie z zaleceniami producenta,
inkubowano 2 minuty. Nast¢pnie przystgpiono do ekspozycji membrany z klisza
fotograficzng w ciemni, W celu przeniesienia sygnatu z wyznakowanych przeciwciatami
bialek na klisz¢ oraz wywolywania. W kolejnym etapie dokumentowano klisze za
pomoca skanera, a otrzymane obrazy poddawano analizie densytometrycznej (ocena

gestosci prazkoéw) z wykorzystaniem programu Imagel.

Tabela 6. Informacje dotyczace uzywanych przeciwciat do identyfikacji podjednostek kanatu
BKca. Przedstawiono numer katalogowy wraz z firmg, pochodzenie odzwierzgce przeciwciata,
rozcienczenie oraz przewidywang mas¢ biatka.

Numer Masa
Przeciwcialo katalogowy; | Pochodzenie | Rozcienczenie | wykrywanego
firma bialka
Anty-slol L6/60 Mysie 1:400 100-130 kDa
(podjednostka a) | (NeuroMab)
Anty-slof1 APC-036 Krolicze 1:200 25 kDa
(podjednostka (Alomone
p1) labs)
Anty-slofi2 APC-034 Krolicze 1:200 27 kDa
(podjednostka (Alomone
B2) labs)
Anty-slop3 N40/18 Mysie 1:200 32 kDa
(podjednostka (NeuroMab)
p3)
Anty-slop4 APC-061 Kroélicze 1:200 25 kDa
(podjednostka (Alomone
B4) labs)
Anty-COXIV Krolicze 1:1 000 17 kDa
(1V podjednostka | 4844C (Cell
oksydazy Signaling)
cytochromu c)
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3.5. Znakowanie immunofluorescencyjne komérek z wykorzystaniem
mikroskopu konfokalnego

Analiza obecnos$ci podjednostki o kanatu BKca zostata rowniez przeprowadzona za
pomoca znakowan fluorescencyjnych 1 oceny mikroskopowej. Badane komorki
wysiewano w ilosci 150 tysi¢cy na szalki ze szklanym dnem (Glass Bottom Dish 35 mm;
nr kat. D35-20-1-N, Cellvis), umozliwiajace bezposrednig obserwacje pod mikroskopem
konfokalnym. Po uptywie 48 godzin przystgpowano do  znakowania
immunofuorescencyjnego. W pierwszej kolejnosci w celu wyznakowania przyzyciowo
mitochondriow, komorki inkubowano z 100 nM MitoRed (nr kat. 53271-8X50UG-F,
Sigma-Aldrich) zawieszonym w ptynie hodowlanym DMEM (bez czerwieni fenolowej),
przez 30 minut w inkubatorze (37 °C, 5% CO.), nastgpnie odciggano medium znad
komorek i ptukano dwukrotnie roztworem PBS. Komorki utrwalano 4% roztworem
paraformaldehydem (PFA; nr kat. 47746S, Cell Signaling Technology), poprzez 15
minutowg inkubacje w 4 °C. Odptukano PFA, poprzez dwukrotne dodanie roztworu PBS.
Nastepnie komorki permeabilizowano przy uzyciu roztworu 0,05% Trition X-100 w PBS,
poprzez dwukrotne ptukanie przez 3 minuty za pomocag kotyski laboratoryjnej.
W kolejnym kroku przeprowadzono nocng inkubacj¢ (w 4 °C) komoérek z odpowiednimi
I-rzedowymi przeciwciatami (Tabela 7), tak aby w jednym preparacie zobrazowaé¢ dwie
struktury komorkowe. Nastepnego dnia ptukano preparaty roztworem PBS (3x po 5
minut) z nadmiaru przeciwciat I-rzedowych, aby umozliwi¢ inkubacj¢ z dobranymi
Il-rzgdowymi przeciwciatami wyznakowanymi fluorescencyjnie (1:1 000, anty-mysie
Alexa 555, anty-krolicze Alexa 488). Po uptywie 2 godzin, zlewano przeciwciata
I plukano preparaty roztworem PBS. Uzyte przeciwciala rozcienczano w roztworze 4%
FBS w PBS. Otrzymane preparaty zamykano za pomocg odczynnika Vectashield (nr kat.
H-1000-10; Vector Laboratories) w celu ochrony sygnatu fluorescencyjnego przed
wygasnieciem. Przygotowane preparaty mikroskopowe obserwowano przy uzyciu
mikroskopu konfokalnego Olympus FV 1200, z oprogramowaniem FLUOVIEW
4.2.1.20. Zdjecia preparatow mikroskopowych wykonano przy tych samych ustawieniach

oraz uzyciu obiektywu 60X. Analiz¢ zdje¢ przeprowadzono za pomocg programu ImageJ.
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Tabela 7. Informacje dotyczace uzywanych przeciwciat do barwien immunofluorescencyjnych.
Przedstawiono numer katalogowy wraz z firma, pochodzenie przeciwciala, rozciefczenie.

Numer
Przeciwcialo katalogowy; Pochodzenie | Rozcienczenie
firma
Anty-slol APC-021 Kroélicze 1:200
(podjednostka o) (Alomone labs)
Anty — podjednostka p Mysie 1:500
P4HB (disulfidoizomeraza Ab2792 (Abcam)
bialek w ER)
Anty - podjednostka o Ab7671 (Abcam) Mysie 1:500
Na*-K* ATPazy

3.6. Pomiar potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej

Zmiany potencjatu wewngtrznej btony mitochondrialnej (A¥m) mierzono w oparciu
0 agregacj¢ sondy fluorescencyjnej JC10 (ang. Mitochondrial Membrane Potential Kit -
Flow Cytometry; Abcam nr. kat. ab112133). JC10 jest lipofilnym kationem, ktory
selektywnie gromadzi si¢ w mitochondriach w zaleznos$ci od potencjatu wewngetrzne;j
btony mitochondrialnej. W sytuacji gdy blona mitochondrialna jest spolaryzowana
(wysoki potencjat) sonda tworzy agregaty, emitujace Swiatto przy dtugosci fali 570 nm.
Natomiast gdy dochodzi do zmiany potencjatu btony (spadku potencjatu, depolaryzacji)
barwnik wystepuje w postaci monomerow emitujacych swiatto 520 nm. Zmiana sondy
JC10 z formy agregatow do monomerow wigze si¢ z przesuni¢ciami W jego widmie
fluorescencyjnym oraz zmiang fluorescencji z czerwonej na zielong. Barwnik ten jest
selektywnym i czutym markerem zmian potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialne;.
Pomiar zmian fluorescencji sondy JC10 wykonywano z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Komorki wysiewano w ilo§¢ 200-250 tysiecy na naczynia hodowlane
25 cm?. Po osiggnieciu okoto 80% konfluencji wymieniano ptyn hodowlany na ptyn
z dodatkiem badanej substancji (modulator kanatu potasowego). Komorki inkubowano
przez 1 godzing, a nastgpnie przystgpowano do odklejania komorek za pomocg trypsyny,
po wczesniejszym odptukaniu roztworem PBS (bez jonéw Ca®" i Mg?"). Dziatanie
trypsyny neutralizowano ptynem hodowlanym z dodatkiem FBS, zawiesing komorek
wirowano przy 400 X g przez 5 minut w probowce stozkowej. Osad zawieszano w 1 ml
roztworu PBS w celu policzenia komorek. Do eksperymentu wykorzystywano 500

tysiecy komorek, ktore zawieszano w 500 pl przygotowanego wczesniej roztworu
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barwnika JC10 (zgodnie z zaleceniami producenta). Nast¢pnie zawiesing komorek
inkubowano przez 30 minut w temperaturze 37 °C, z ograniczeniem dostgpu Swiatla.
Maksymalny spadek potencjalu mitochondrialnego uzyskano po zastosowaniu
p-trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu (FCCP, ang. carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenylhydrazone), ktory dodawano rownocze$nie z roztworem
barwnika. Po =zakonczonej inkubacji zawiesing przenoszono do probowek
przystosowanych do pomiaréw z wykorzystaniem cytometru przeptywowego (Cytometr
przeptywowy LSR Fortessa™, BD). Pomiary wykonywano w Pracowni Cytometrii,
Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Probke
o$wietlano $wiattem przy dhugosci fali 490 nm, a nastgpnie odbierano przez barwnik
JC10, ktéry emitowat §wiatlo przy dtugosci fali 570 nm lub 520 nm. W kazdej probce
zbierano dane z 10 000 komorek i analizowano poréwnujac réznice intensywnoSci
fluorescencji z dwoch populacji komorek, roznigcych si¢ emisjg $wiatta (przy dtugosci

fali 570 nm lub 520 nm).

3.7. Analiza oddychania komérkowego

Oceng oddychania komoérkowego (pomiar zuzycia tlenu) wykonywano za pomoca
dwoch technik laboratoryjnych, rdéznigcych si¢ zasada dziatania oraz przygotowaniem

preparatu komorkowego.
3.7.1. Pomiar szybkosci zuzycia tlenu z wykorzystaniem oksygrafu

Badane linie komorkowego hodowano wedtug procedury opisanej w Rozdziale 3.2.
Modele badawcze wykorzystane w badaniach mitochondrialnych kanatow potasowych
w naczyniach hodowlanych 75 cm? Komoérki, ktére osiagnety konfluencje 80-90%
wykorzystywano do pomiaréw, plukano roztworem PBS, odrywano za pomoca trypsyny,
aktywno$¢ enzymu hamowano dodajac ptyn hodowlany z 10% FBS. Nastepnie komorki
wirowano (5 min/400 x g), ptukano roztworem PBS i ponownie wirowano. Otrzymany
osad komoérkowy zawieszano w 1 ml podstawowego ptynu hodowlanego (odpowiednio
dla komorek MEM lub DMEM bez dodatkow: FBS, antybiotyki, glutamina) w celu
zliczenia komorek za pomocg licznika komérkowego. Wykonywano pomiary w dwéch
wariantach, mierzono oddychanie komorek z dezintegrowang btong poprzez digitoning
(10 pg/ml). W doswiadczeniach 1,5 min komoérek zawieszano w 2,2 ml buforu (0,5 mM
EGTA, 3 mM MgCl»-6 H20, 60 mM kwas laktobionowy, 20 mM tauryna, 10 mM
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KH2PO4, 20 MM HEPES, 110 mM D-sacharoza i 1 g/l BSA, pH 7,1), cato$¢ przenoszono
do komory pomiarowej urzadzenia (OZ2k-respirometr, Oroboros Instruments).
W momencie osiggni¢cia zuzycia tlenu na stalym poziomie, dodawano modulatory

tancucha oddechowego i/lub modulatory kanatu potasowego typu BKca.

Schemat wykonywania pomiarow zuzycia tlenu w czasie w obu typach

eksperymentow:
1) szybko$¢ podstawowego zuzycia tlenu (przed dodaniem substancji)

2) szybko$¢ zuzycia tlenu po dodaniu inhibitora syntazy ATP
(1 uM oligomycyny)

3) szybko$¢ zuzycia tlenu po dodaniu inhibitorow tancucha oddechowego

kompleksow I (0,5 uM rotenon) 1 III (0,5 uM antymycyna)

4) szybkos$¢ zuzycia tlenu po dodaniu modulatorow kanalu BKca (NS11021,
NS1619, paksylina w odpowiednich stezeniach z zakresu 1-5 uM )

5) szybko$¢ zuzycia tlenu po dodaniu rozprzggacza fosforylacji oksydacyjnej

(1uM FCCP)

Wyniki analizowano poréwnujac zuzycie tlenu w warunkach kontrolnych i po dodaniu

substancji.

3.7.2. Analiza oddychania komérkowego z wykorzystaniem urzadzenia
Seahorse

W celu okreslenia zuzycia tlenu komorek przyklejonych do podtoza wykorzystano
urzadzenie Seahorse XF (Agilent). Komorki HEK?293 oraz HEK?293-BK_DEC
wysiewano na dotki ptytki 96 dotkowej Seahorse XF96 Cell Culture Microplate
W pelnym medium hodowlanym. Po uplywie 24 godzin, bezposrednio przed pomiarem
zmieniano ptyn hodowlany na XF DMEM medium (nr kat. 103575-100, Agilent
Technologies). Nastepnie ptytke hodowlana wraz z ptytka w ktorej umieszczano
modulatory tancucha oddechowego (1 uM oligomycyny, 0,5 uM rotenon/antymycyna
oraz 1uM FCCP) umieszczano w inkubatorze 37 °C bez CO2 na 1 godzing. Urzadzenie
pomiarowe Seahorse XF zostalo zaprogramowane tak, aby w pierwszej kolejnosci

przeprowadzi¢ 3 pomiary w odstgpach 5 min, bez zadnej stymulacji, co pozwolito na
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wyznaczenie oddychania podstawowego. Nastepnie urzadzenie automatycznie dodawato
oligomycyn¢ do dotka z komodrkami. Po wytrzasaniu ptytki i 5 minutach inkubaciji,
wykonywano pomiar, inkubacj¢ wraz z pomiarem wykonywano 3 razy. W kolejnym
kroku wprowadzano FCCP, pomiar wykonywano w takich samych warunkach jak
opisano wczesniej, ostatnim dodawanym modulatorem byla mieszanina rotenonu
I antymycyny. Po zakonczonym eksperymencie znad komorek zlewano ptyn
i zawieszano w 100 mM NaOH w celu wykonania pomiaru stezenia biatka jak opisano

w Rozdziale 3.4.2.2. Pomiar stezenia biatka.

3.8. Ocena przezywalnos$ci komérek

Analiz¢ przezywalnosci komorek wykonano z wykorzystaniem zestawu do pomiaru
apoptozy i nekrozy (RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis and Necrosis Assay,
Promega). Oceng procesu apoptozy umozliwia aneksyna V, ktora wigze si¢ z zewngtrznie
wystepujaca, ujemnie natadowang fosfatydyloseryng. Przemieszczenie tego fosfolipidu
do zewngtrznej warstwy blony komorkowej jest charakterystyczne dla procesu
programowanej $mierci komorki. Aneksyna V potgczona jest zdwoma réznymi (wigksza
i mniejsza) podjednostkami czynnika luminescencyjnego, ktory po fuzji obu
podjednostek emituje sygnat. Zwigzanie mniejszej i wigkszej podjednostki mozliwe jest
w momencie gdy aneksyna V oddziatuje z fosfatydyloseryng. Pomiar procesu nekrozy
umozliwia sygnal fluorescencyjny generowany przez czasteczke, ktdéra po zwigzaniu

z DNA komorki fluoryzuje.

Komorki wysiewano w gestosci 15 tys. na dotek czarnej ptytki 96-dotkowej (Corning
Incorporated Costar) po osiggnieciu konfluencji ok. 80% przystgpowano do
wykonywania pomiarow. W pierwszym etapie wymieniano ptyn hodowlany (100 pl),
bezposrednio przed eksperymentem a nastepnie dodawano do dotkéw w 3-krotnym
powtdrzeniu badany zwigzek. Zgodnie z zaleceniem producenta przygotowywano
mieszaning reakcyjna, nastepnie do kazdego dotka dodawano 100 pl roztworu,
zawierajgcego czynniki luminescencyjne i fluorescencyjne. Po zakonczeniu dodawania
reagentu, wykonywano pierwszy pomiar z wykorzystaniem czytnika ptytek Infinite m200
pro (Tecan). Kolejne pomiary przeprowadzano w nast¢pujacych punktach pomiarowych:
0,1,3,7,9,11, 13 oraz 24 godziny. Urzadzenie rejestrowato sygnat fluorescencyjny przy

dhugos¢ fali wzbudzenia: 485 nm oraz emisji: 520 nm.
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3.9. Analiza statystyczna wynikow

W niniejszej pracy analizowane dane przedstawiono jako warto$ci $rednie
+ odchylenie standardowe (SD, ang. standard deviation). Wigkszos¢ eksperymentow
wykonywano W trzech niezaleznych powtorzeniach. Obliczenia statystyczne
wykonywano za pomocg programéw Excel (Microsoft Office), GraphPad Prism 4 oraz 9
(GraphPad Software). W analizie istotnosci otrzymanych wynikow wykorzystano test
t-Studenta lub jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (ANOVA) z testem Tukey’a. Roznice
mig¢dzy $rednimi uznawano za istotne statystycznie gdy wartos¢ p < 0,05 (*), p < 0,01

(**), p < 0,001 (***) lub p < 0,0001 (****).
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4. Wyniki

W celu uzyskania odpowiedzi na postawione zalozenia, przeprowadzono
doswiadczenia z wykorzystaniem technik biofizycznych oraz biochemicznych.
Podstawowa metoda badawcza byta technika elektrofizjologiczna patch-clamp,
umozliwiajaca identyfikacj¢ mitochondrialnych kanalow potasowych oraz badanie
wpltywu zwigzkoéw niskoczasteczkowych na ich aktywnos$¢. Otrzymane wyniki mozna

podzieli¢ na trzy obszary:

- identyfikacje oraz charakterystyke mitochondrialnego kanatu potasowego BKca
pochodzacego z linii komérkowych HBE oraz HEK293-BK_DEC,

- badanie wptywu flawonoidéw oraz ich pochodnych na aktywno$¢ kanatu mitoBKca,

- regulacje kanalu mitoBKca przez zwiazki niskoczasteczkowe o strukturze zblizonej

do paksyliny (inhibitor kanalu potasowego).

4.1. Identyfikacja mitochondrialnego kanalu BKca W komérkach nablonka
oskrzelowego

Komorki nabtonka oskrzelowego stanowia pierwsza lini¢ obrony przed szkodliwymi
czynnikami $§rodowiska, $cisle do siebie przylegajac tworza barier¢ biologiczng.
Narazone na uszkodzenia komorki jako mechanizm obronny, posiadaja zdolnos¢
wydzielania §luzu. Warto zaznaczy¢, iz komorki (kardiomiocyty, neurony) w warunkach
stresowych wigza swoj mechanizm obronny z aktywacja mitochondrialnych kanatéw

potasowych.

Wykorzystujac technike patch-clamp w mitochondriach ludzkich komorek nabtonka
oskrzelowego zidentyfikowano kanat potasowy o duzym przewodnictwie regulowany
jonami wapnia (kanal mitoBKca). Do identyfikacji biatka kanalowego wykorzystano
kilka parametrow biofizycznych, migdzy innymi wyznaczano przewodnictwo kanahu.
Dodatkowo zbadano regulacj¢ aktywno$ci biatka kanatowego przez zastosowanie
znanych 1 specyficznych modulatorow kanatow potasowych. Podczas prowadzonych
doswiadczen elektrofizjologicznych izolowano mitochondria z komorek ludzkiego
nabtonka oskrzelowego, nastepnie przygotowano mitoplasty, zgodnie z opisem

przedstawionym w Rozdziale 3.3.2. Technika patch-clamp. W mitoplastach
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pochodzacych z tej samej izolacji zaobserwowano dwie rézne aktywnosci kanatlu
mitoBKca w tych samych warunkach do$wiadczalnych. Rejestracje, ktore
charakteryzowaly si¢ w warunkach wyjsciowych (przed dodaniem modulatoréw kanatu
potasowego) niskim prawdopodobienstwem otwar¢ kanatu (Po) nazwano kontrolng
aktywnosciag. Natomiast te z wysokim Po, zwigkszong aktywnoscig kanatu mitoBKca.
Na Rycinie 13 przedstawiono schemat techniki patch-clamp z uwzglednieniem dwoch
aktywnosci (kontrolnej i zwigkszonej) kanatu mitoBK ca.

pomiar
pradu jonowego

kanat o kontrolnej aktywnosci

WMWWUMWH —stan zamkniety

| |
% / — stan otwarty
Gy o - /:

8 2 A \J __J kanat o zwiekszonej aktywnosci
“@ e \ _ stan zamkniety
— stan otwarty

komorki ludzkiego ~ mitochondria mitoplast skrawek btony
nabtonka oskrzelowego mitoplastu zassany

do mikropipety

Rycina 13. Schemat przedstawiajacy etapy do$wiadczalne pozwalajace na pomiar kanatow
potasowych (obecnych w wewnetrznej blonie mitochondrialnej), z zastosowaniem techniki
elektrofizjologicznej patch-clamp. Pomiary wykonane z wykorzystaniem komorek HBE
pozwolity zaobserwowaé¢ dwie rozne aktywnosci (nazwane w rozprawie jako kontrolna
i zwiekszona) kanatu BKca 0becnego w wewngtrznej btonie mitochondrialnej komorek ludzkiego
nablonka oskrzelowego, rdzniace si¢ Po.

W warunkach wyj$ciowych (roztwor izotoniczny, zawierajacy m.in. 100 uM stezenie
Ca2"), przy tym samym napicciu -40 mV, warto$¢ Po ponizej 60% oznaczata kontrolng
aktywnos$¢ kanatlu, natomiast powyzej 60% - kanat mitoBKca o zwigkszonej aktywnosci.
Wystepowanie aktywnosci kontrolnej bylo niemalze dwukrotnie wyzsza (n=32)
w porownaniu do zwigkszonej aktywnosci (n=18). Na Rycinie 14 przedstawiono
poréwnanie ilo$ci obu aktywnosci (kontrolnej i zwigkszonej) kanalu mitoBKca, podczas
wykonywania eksperymentow patch-clamp. W tym celu zanalizowano 50 losowo
wybranych doswiadczen elektrofizjologicznych, wsrdd ktorych zaobserwowano dwie

populacje aktywnos$ci kanatu mitoBKca.
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Rycina 14. Wykres przedstawiajacy pordéwnanie ilosci kanaléw mitoBKca 0 kontrolnej
i zwigkszonej aktywnosci, roznigcych si¢ prawdopodobienstwem otwar¢ (Po). Analizowano 50
eksperymentéw przeprowadzanych z wykorzystaniem techniki patch-clamp, ktore zostaty
wybrane losowo.

4.1.1. Analiza prawdopodobienstw otwar¢ kanalu mitoBKca

Na podstawie wykonanych eksperymentow technikg patch-clamp, wyznaczono
biofizyczne wlasciwosci obu (wczesniej zdefiniowanych) aktywnosci (kontrolnej
I zwiekszonej) kanatlowych zaobserwowanych w wewngtrznej btonie mitochondrialnej
ludzkich komoérek nablonka oskrzelowego. W pierwszej kolejnosci pordownano
prawdopodobienstwo otwar¢ dwoch populacji kanatéw, w tych samych warunkach oraz
przy tych samych napigciach z zakresu od +60 mV do -60 mV. Przyktadowe rejestracje
zmian przeptywajacego pradu jonowego w czasie przedstawiono na Rycinie 15A.
Prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu o kontrolnej aktywno$ci wynosito 18% przy
napieciu -60 mV, natomiast wzrost napiecia do +60 mV spowodowat zwickszenie
otwarcia kanatu do poziomu 95%. Druga aktywnos$¢ kanatu charakteryzowata sig
wysokim Po przy napieciu -60 mV, ktore wyniosto 72%, podczas gdy zmiana napigcia
Z ujemnego na dodatnie, spowodowata wzrost aktywnosci kanatu do 98% przy +60 mV.
Natomiast przy napigciu -40 mV prawdopodobienstwo otwar¢ aktywnosci kontrolnej
kanatu mitochondrialnego wynosito 44% podczas gdy drugiej aktywnosci bylo prawie

dwukrotnie wyzsze — 84%.
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Rycina 15. Poréwnanie prawdopodobienstwa otwaré obu aktywnosci (kontrolnej i zwigkszone;j)
kanatu mitoBKca. (A) Przyktadowe rejestracje aktywnos$ci kanatéw przy réoznym napieciu (-60,
-40, -20, +20, +40, +60 mV) w warunkach symetrycznych stezen 150/150mM KCIL, pH 7.2. ,,-”
oznacza stan zamkniety kanatu. (B) Wykres prawdopodobienstw otwar¢ kanalu mitoBKc,
o0 kontrolnej i zwigkszonej aktywnosci w zaleznosci od napiegcia (n=3).

Analiza otrzymanych danych umozliwita przygotowanie wykresu przedstawionego na
Rycinie 15B, poréwnujgcego prawdopodobienstwo otwaré obu populacji (kontrolnej
i zwigkszonej aktywnosci) kanatu mitoBKca w komorkach HBE. Kanat o zwigkszonej
aktywnosci charakteryzuje si¢ znacznie wigkszym prawdopodobienstwem otwar¢ przy

napieciach ujemnych w poréwnaniu do kontrolnej aktywnosci kanatu.

4.1.2. Wlasciwosci biofizyczne kanalu mitoBKca: zalezno$¢é pradowo-
napieciowa oraz Srednie czas otwar¢ i zamkniec.

Na podstawie zaleznosci plyngcego pradu od przylozonego napigcia wyznaczono
przewodnictwo obu populacji kanatu. Przewodnictwo posrednio $wiadczy o wielkoSci
poru kanatu 1 jest biofizyczng wlasciwoscia, charakteryzujacg kanal za pomoca, ktorej

mozna zakwalifikowa¢ badany kanal do odpowiedniej grupy kanaléw. Analiza
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nachylenia wyznaczonej prostej do osi napigcia umozliwita obliczenie przewodnosci
kanatow w warunkach symetrycznych stezen 150/150 mM KCIl. Uzyskane warto$ci
wykazujg, ze przewodnictwo obu aktywno$ci (kontrolnej i zwigkszonej) jest bardzo
zblizone do opisywanego w literaturze [93] przewodnictwa kanatow BKca.
Przewodnictwo wynosi odpowiednio dla kanatu o kontrolnej aktywnosci 286,2 + 5,5 pS
(S — Simens; jednostka przewodnosci elektrycznej), natomiast przewodno$¢ kanatu
0 zwigkszonej aktywnosci to 287,8 = 2,8 pS (n=4). Otrzymane dane wskazuja, ze obie
populacje nalezg do tej samej rodziny kanatéw potasowych o duzym przewodnictwie.
Na Rycinie 16 przedstawiono wykresy zalezno$ci nat¢zenia [pA] pradu jonowego
przeptywajacego przez kanal, od napigcia [mV] dla obu populacji (kontrolnej
i 0 zwickszonej aktywnoséci) kanalu mitoBKca, na podstawie ktorego wyliczono

przewodnictwo kanatow.
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Rycina 16. Wykresy zalezno$¢ pradowo-napieciowej obu populacji kanatéw mitoBKca. Wykres
wraz z przewodnictwem (A) kanatu mitoBKca o kontrolnej aktywnosci 286,2 + 5,5 pS oraz (B)
kanatu mitoBKca 0 zwigkszonej aktywnosci to 287,8 + 2,8 pS. Wykresy przygotowano na
podstawie danych uzyskanych z doswiadczen przy r6znym napigciu (-60, -40, -20, +20, +40, +60
mV) w warunkach symetrycznych stezen 150/150mM KCI, pH 7,2 (n=4).

Wykonano rowniez analize rozkladu $rednich czaséw otwar¢ i zamknie¢ kanatu
w zalezno$ci od napigcia dla kontrolnej 1 zwigkszonej aktywno$ci. Zaobserwowano,
ze Srednie czasy zamknie¢ kanatu o zwigkszonej aktywnosci sg bardzo niskie, bliskie
1 ms, niezaleznie od napigcia (Rycina 17B). Natomiast kanat o kontrolnej aktywnosci

charakteryzuje si¢ wzorem srednich czasow zamknig¢¢ (Rycina 17A) podobnym do kanatu
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mitoBKca z ludzkich fibroblastow skory [94]. Sredni czas zamkniccia kanatu jest
najwyzszy przy napigciu -60 mV i wynosi okoto 15 ms, a nast¢gpnie zmniejsza si¢ do
okoto 2 ms przy napieciu dodatnim +60 mV. Natomiast widoczny na Rycinie 17C i D
rozktad czasow otwar¢ dla obu populacji (kontrolnej i zwigkszonej aktywnos$ci) kanatu
wyglada bardzo podobnie. Srednie czasy otwaré wzrastaja z okoto 4 do 30 ms, wraz ze
wzrostem napig¢cia 0d -60 do +60 mV dla obu aktywnosci kanatu, a zalezno$¢ ta jest
charakterystyczna dla kanatu mitoBKca [93].
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Rycina 17. Wykresy z rozktadem s$rednich czaséw zamknie¢ i otwar¢ dla kanatu o kontrolnej
aktywnos$ci odpowiednio panel (A) i (C) oraz dla kanalu o zwigkszonej aktywnosci panel (B)
i (D). Doswiadczenia wykonywano przy réznym napigciu (-60, -40, -20, +20, +40, +60 mV)
W Symetrycznym roztworze izotonicznym 150/150 mM KCI (100 uM Ca?"), (n = 4).

Podsumowujac doswiadczania elektrofizjologiczne z wykorzystaniem techniki patch-

clamp wykazaty obecno$¢ mitochondrialnego kanatu BKca w ludzkich komérkach
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nabtonka oskrzelowego. Ponadto, zaobserwowano wystgpowanie kanatu mitoBKca
w dwoéch aktywnosciach kontrolnej i zwigkszonej, roznigce si¢ prawdopodobienstwem

otwar¢ kanatu.

4.2. Regulacja aktywnoS$ci kanalu mitochondrialnego w komoérkach HBE

W celu dokladniejszej charakterystyki mierzonego kanatu nalezacego do rodziny
kanatéw o duzym przewodnictwie, zastosowano znane modulatory kanatow BKca.
Z wykorzystaniem techniki patch-clamp oraz uktadu perfuzyjnego (opisanego
w Rozdziale 3.2.2. Technika patch-clamp) wykonano do$wiadczenia prowadzace do
Zbadania wplywu substancji regulujacych aktywnos$¢ kanatu takich jak: paksylina,
NS11021,NS1619, iberiotoksyna. Substancje te stanowia kanoniczne regulatory kanalow
potasowych typu BKca. Zbadano takze wptyw jonow wapnia na aktywno$¢ mierzonego

kanatu.

4.2.1. Wplyw modulatoréw na kanal mitoBKca

Jednym z dobrze poznanych i opisanych inhibitorow kanatu BKca jest naturalnie
wystepujaca paksylina. Zaobserwowano, ze obie populacje kanatu mitoBKca 0 kontrolnej
oraz zwigkszonej aktywnosci, wykazujg wrazliwo$¢ na ten specyficzny inhibitor.
Prawdopodobienstwo otwar¢ mitochondrialnego kanatu BKca o kontrolnej aktywnosci
zmienito si¢ z 31% do 0% po zastosowaniu 1 pM paksyliny (Rycina 18A i C). Ten sam
efekt obserwowano dla kanalu mitoBKca 0 zwigkszonej aktywnos$ci, paksylina w tym
samym st¢zeniu 1 uM, zmniejszyta Po z 79% do 0% (Rycina 18B i D). Na Rycinie 18
przedstawiono przyktadowe rejestracje z doswiadczen patch-clamp wraz z analizg

prawdopodobienstw otwar¢ kanatu.
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Rycina 18. Hamowanie obu aktywnosci (kontrolnej i zwigkszonej) kanatu mitoBKca przez
paksyling. Przyktadowe rejestracje 0 kontrolnej (A) i o zwigkszonej aktywno$ci (B) kanatu
mMitoBKc,, przez ktory przeptywa prad jonowy przy napieciu -40 mV w uktadzie symetrycznym
150/150 mM KCI, pH 7,2, w obecnosci 100 uM Ca?* przed (warunki kontrolne) oraz po dodaniu
1 uM paksyliny. ,-” oznacza stan zamknigty kanatu. (C) i (D) wykresy analizy
prawdopodobienstw otwar¢ (P,) odpowiednio dla kanatu o kontrolnej i zwigkszonej aktywnosci
przed (warunki kontrolne) i po dodaniu 1 pM paksyliny. Istotno$¢ statystyczna wyznaczono
testem t-Studenta (p < 0,0001 (****)).

W przeprowadzonych badaniach, zastosowano specyficzny aktywator kanatu BKca,
NS11021. Wykonano analize¢ wptywu NS11021 na obie aktywnosci (kontrolng
I zwigkszong) mierzonego kanatu. Na Rycinie 19 zestawiono przyktadowe wyniki
doswiadczenia przedstawiajace aktywacje kanatu o kontrolnej (Rycina 19A i C)
I zwigkszonej aktywnosci (Rycina 19B i D). Zaobserwowano, ze 1 uM NS11021
zwigksza prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu o kontrolnej aktywnosci o 30%. Natomiast
maksymalny wzrost aktywnosci kanalu nastepuje po dodaniu 5 i 10 uM NS11021
(Rycina 19A i C). Kanat o zwigkszonej aktywnosci rowniez jest wrazliwy na aktywator

kanatu BKca, lecz w znacznie mniejszym stopniu. NS11021 w st¢zeniu 3 uM zwigksza
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prawdopodobienstwo otwarcia kanatu o okoto 10%, nast¢pnie najwyzsze badane st¢zenia

5 oraz 10 uM powoduja wzrost o okoto 17%. Zaobserwowano réwniez, ze odptukanie,

ktore ma na celu przywrdcenie warunkow wyjsciowych (roztwor izotoniczny zawierajacy

m.in. 100 pM Ca?"), powoduje zmniejszenie prawdopodobienstwa otwaré obu populacji

kanatéw jednakze nie do poziomu pierwotnego, tzn. przed zastosowaniem aktywatora.

W ostatnim etapie doswiadczenia zastosowano mieszaning inhibitora kanatu BKca —

paksyling wraz z 3 uM NS11021, zaobserwowano catkowite zamkniecie kanatu.

kanat o kontrolnej aktywnosci

A -40mv Po
kontrola . 36%
_ M i I
AT T
1uM NS11021 65%
3uM NS11021 74%
" oA Ll
5uM NS11021 94%
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bbbl bl
odptukanie 71%
QTR R TR T
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B. -40 mV Po
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Rycina 19. Wptyw aktywatora NS11021 na obie (kontrolng i zwiekszong) aktywnosci kanatu
mitoBKca w komorkach ludzkiego nabtonka oskrzelowego. (A) i (B) przyktadowe rejestracje
przepltywu pradu jonowego przy napigciu -40 mV w uktadzie symetrycznym 150/150 mM KCl,
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100 uM Ca?" oraz pH 7,2 odpowiednio dla kanatu o kontrolnej (A) i 0 zwigkszonej (B)
aktywnosci. Sekwencje zastosowanych modulatoréw (NS11021 i paksylina) kanatu BKca Wraz
z uzytymi stezeniami, przedstawiono na schemacie, ,,-”” oznacza stan zamknigty kanatu. (C) i (D)
wykresy analizy prawdopodobienstwa otwar¢ (P,) odpowiednio dla kanalu o kontrolnej
i zwigkszonej aktywnos$ci w warunkach: kontrolnych (przed dodaniem aktywatora), réznych
stezen NS11021 (1, 3, 5, 10 uM), odptukanie oraz 3 uM NS11021 wraz z 1 uM paksyling (pax),
(n=3). Wykresy zawierajg pola z pojedynczymi warto$ciami dla P, zaznaczone jako kropki, linia
w poprzek prostokata wskazuje mediang, wasy oznaczaja minimalne i maksymalne wartosci Po.
Zaznaczono rowniez poziom istotnosci statystycznej przy pomocy analizy jednoczynnikowej
wariancji ANOVA z zastosowaniem testem Tukey’a (p < 0,0001 (****)).

Kolejnym wykorzystanym modulatorem kanalu BKca byt aktywator kanalow
potasowych NS1619. Zaobserwowano, ze zaréwno kontrolna (Rycina 20A) jak
I zwigkszona (Rycina 20B) aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu BKca w komorkach
HBE nie zostata zaktywowana. Zastosowanie NS1619 w stezeniach 1, 3, 5, 10 uM nie
spowodowato znacznego wzrostu prawdopodobienstwa otwaré¢ obu populacji kanatu
mitoBKca. Po odptukaniu zwigzku, Po obu aktywnosci (zwigkszonej i kontrolnej) kanatu
pozostala bez zmian. Natomiast roztwor NS1619 z paksyling, zahamowal kanat
mitoBKca o kontrolnej i zwigkszonej aktywnosci. Na Rycinie 20 przedstawiono analize
prawdopodobienstw otwar¢ kanatu o kontrolnej 1 zwigkszonej aktywnosci po
zastosowaniu roznych stezen NS1619, przy napigciu -40 mV w uktadzie symetrycznym
150/150 mM KCI, w obecnosci 100 uM Ca®" oraz pH 7,2. Z przeprowadzonych
doswiadczen wynika, ze NS1619 nie jest skutecznym aktywatorem kanalu mitoBKca

w komorkach ludzkiego nablonka oskrzelowego.
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Rycina 20. Wpltyw aktywatora NS1619 na mitochondrialny kanat BKc, 0 kontrolnej (A) oraz
zwigkszonej aktywnosci (B). Wykresy analizy prawdopodobienstwa otwar¢ (Po) kanatu
w warunkach: kontrolnych (przed dodaniem aktywatora), roznych stezen NS1619 (1, 3, 5, 10
uM), odptukanie oraz 3 uM NS1619 wraz z 1 uM paksyling (pax), (n=3). Wykresy zawieraja
pola, ktéra wyznaczaja zakres wartosci dla Po, linia w poprzek prostokata wskazuje mediane,
wasy oznaczaja minimalne i maksymalne wartosci Po. Poziom istotnoSci statystycznej (wzgledem
kontroli) okreslono metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z zastosowaniem
testem Tukey’a (p < 0,001 (***); p > 0,05 (ns)).

Nastepnie zbadano wplyw innego inhibitora — iberiotoksyny na kanat mitoBKca
0 kontrolnej aktywno$ci. Z danych literaturowych wiadomo, Ze miejsce wigzania
iberiotoksyny w kanale BKca z blony plazmatycznej znajduje si¢ po stronie
zewnatrzkomorkowej [176]. Przeprowadzono doswiadczenia w dwoch orientacjach,
pierwsza polegala na dodaniu roztworu z inhibitorem od strony macierzy
mitochondrialnej, natomiast druga od strony przestrzeni migdzybtonowej. Na Rycinie 21
przedstawiono uzyskane rejestracje przeptywu pradu jonowego w sytuacji dodania
300 nM iberiotoksyny na kanatl mitoBKca 0d strony macierzy mitochondrialnej.
Zaobserwowano, ze przy napieciu -40 mV, po inkubacji 17 minutowej z 300 nM
iberiotoksyna, prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu mitoBKca zmniejsza si¢ z 60%
w warunkach wyjsciowych do 49%. Podobna zalezno$¢ zostata odnotowana dla

potencjatu +40 mV, po ok. 17 minutach dziatania substancji na kanat mitoBKca,
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prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu zmniejszylo si¢ o okoto 30%. Rycina 21 przedstawia
wyniki przeprowadzonych doswiadczen, wplywu iberiotoksyny od strony macierzy
mitochondrialnej na kanat mitoBKca 0o kontrolnej aktywnosci w ludzkich komoérkach

nabtonka oskrzelowego.

C 300 nM iberiotoksyna omv

po 17 min. 49%

B L T Y

+40 mV

kontrola

300 nM iberiotoksyna
94% po 12 min. po 17 min. 66%

kontrola

05s
10 pA — stan zamkniety

Rycina 21. Wptyw inhibitora iberiotoksyny (IbTx) na kanat mitoBKca 0 kontrolnej aktywnosci.
W lewej gornej czeSci widoczny uproszczony schemat przeprowadzonych doswiadczen
z zaznaczong orientacjag dodawania 300 nM iberiotoksyny poprzez system perfuzyjny. Ponizej
przedstawiono zapisy pomiarow elektrofizjologicznych przy napigciu -40 mV (gérny panel) oraz
+40 mV (dolny panel) w ukladzie symetrycznym 150/150 mM KCI, 100 uM Ca?* oraz pH 7,2;
-” oznacza stan zamkniety kanatu, n=3. Dodatkowo, zaznaczono punkty czasowe, z ktorych
pochodza rejestracje technika patch-clamp, podczas inkubacji z 300 nM iberiotoksyna.

Drugi schemat doswiadczalny wymagat modyfikacji standardowego uktadu
eksperymentalnego. Koncowke mikropipety wypetniono roztworem izotonicznym
zawierajgcym 100 pM Ca?* a nastepnie za pomoca igly i strzykawki dopehiano
roztworem zawierajagcym 300 nM iberiotoksyny. Przygotowang mikropipeta
rejestrowano aktywno$¢ kanalu przez caty czas trwania doswiadczenia. Po uplywie
12 minut, obserwowano charakterystyczne blokowanie kanalu poprzez dziatanie
iberiotoksyny, ktora przedyfundowata do konca mikropipety, a wigc do miejsca styku
Z btong mitochondrialng i kanatem mitoBKca. Zmniejszenie prawdopodobienstw otwarc
kanatu mitochondrialnego BKca 0 kontrolnej aktywnos$ci, obserwowano przy napigciu

83



-40 mV oraz +40 mV. Wynosito okoto 20% w poréwnaniu do poczatku do§wiadczenia.
Nastepnie po uptywie kolejnych 5 minut, obserwowano catkowite zamknigcie kanatu
mitoBKca przy obu przylozonych napigciach. Rycina 22 przedstawia wyniKi
doswiadczen dla kanalu o kontrolnej aktywnosci wraz ze schematem obrazowujacym

napelnienie mikropipety.
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Rycina 22. Hamowanie kanalu mitoBKca 0 kontrolnej aktywnosci przez inhibitor iberiotoksyng
obecng w mikropipecie pomiarowej. (A) Przyktadowe zapisy pomiarow elektrofizjologicznych
w warunkach wyjsciowych oraz po przedyfundowaniu 300 nM iberiotoksyny. Rejestracje
wykonano przy napigciu -40 mV oraz +40 mV, w ukladzie symetrycznym 150/150 mM KCl,
100 uM Ca?* oraz pH 7,2, ,,-” oznacza stan zamknigty kanatu. (B) Analiza prawdopodobienstw
otwar¢ (Po) kanatu mitoBKc, dla warunkéw wyj$ciowych i dwoch punktow czasowych 12 oraz
17 minuta trwania eksperymentu, n=3. Istotnos¢ statystyczng wzgledem kontroli wyznaczono
metodg analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p < 0,05 (*)).
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4.2.2. Regulacja aktywnosci przez zmiany stezenia jonéw wapnia

W celu dalszej charakterystyki mierzonego kanalu sprawdzono regulacje obu
populacji o kontrolnej i zwigkszonej aktywnosci przez rézne stezenia jondw wapnia (100,
70, 50, 30, 10, 1 pM Ca?"). Wykazano, iz obie aktywnosci kanatu mitoBK ca s3 zalezne
od jonéw wapnia. Zaobserwowano, ze wraz ze spadkiem stezenia jonow Ca?*
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatow maleje. Obserwowano réwniez roznice, kanat
0 kontrolnej aktywnosci w stezeniu 30 pM Ca?* wykazywat prawdopodobiefistwo otwaré
na poziomie 5%, natomiast bardziej aktywny kanal przy tym samym st¢zeniu wapnia
pozostawal otwarty w 28%. Z kolei najnizsze badane st¢zenie jondw wapnia 1 uM
blokowalo catkowicie obie populacje kanatu, takie zmiany prawdopodobienstw otwar¢

s charakterystyczne dla kanatu BKca. Na Rycinie 23 przedstawiono otrzymane wyniki.
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Rycina 23. Wptyw jonéw wapnia na kontrolng i zwiekszong aktywno$¢ kanatu mitoBKca
W ludzkich komorkach nabtonka oskrzelowego. (A i B) przyktadowe rejestracje zmian
prawdopodobienstwa otwar¢ (Po) odpowiednio dla kanatu o kontrolnej (A) i zwigkszonej (B)
aktywnos$ci w uktadzie symetrycznym roztworu 150/150 mM KCI, pH 7,2 oraz w obecnosci 100,
70, 50, 30, 10 i 1 uM Ca?*, przy napieciu +40 mV. ,,-” oznacza stan zamkniety kanatu. (C i D)
analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanalu w roztworach o r6znym stezeniu jonOw wapnia przy
napigciach -60, -40, -20, +20, +40, +60 mV. Wyznaczono krzywa dopasowania, n=3.
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Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenia elektrofizjologiczne
z wykorzystaniem techniki patch-clamp, wykazaly, ze obie aktywnosci (kontrolna
I zwigkszona) kanatu sg tozsame z kanatem mitoBKca. Ponadto potwierdzono réwniez,
ze kanat o kontrolnej 1 zwickszonej aktywnosci jest wrazliwy na inhibitor (paksyling),

aktywator (NS11021) oraz zmiany st¢zenia jondw wapnia.

4.3. Charakterystyka biochemiczna kanalu mitoBKca linii komérkowej HBE

Kolejnym etapem identyfikacji kanatlu z wewngtrznej blony mitochondrialne;
komorek ludzkiego nabtonka oskrzelowego byto zbadanie wtasciwosci biochemicznych.
W tym celu wykonano doswiadczenia pozwalajace wyznaczy¢ poziom transkryptow
genoéw kodujacych podjednostki kanatu BKca, bialek tworzacych kanal, a takze ocenic¢

wptyw modulatoréw kanatu na potencjal mitochondrialny oraz oddychanie komorkowe.

4.3.1. Analiza poziomu transkryptéw genéw kodujacych podjednostki kanalu
BKca

Wykorzystujac  tancuchowg reakcje polimerazy (PCR) okreSlono poziom
transkryptow genow kodujacych podjednostki kanatu BKca w ludzkich komodrkach
nabtonka oskrzelowego. Zaobserwowano ekspresje transkryptu genu kodujacego
podjednostke o kanatu BKca, pojedynczy dobrze widoczny prazek o masie 167 pz (pary
zasad) wskazuje na ekspresje genu KCNMAL (Rycina 24A). Ponadto zidentyfikowano
réwniez dwie podjednostki regulatorowe kanatu BKca 33 i p4 (KCNMB3 i KCNMB4).
Produkty ilosciowej tancuchowe;j reakcji polimerazy odnotowano na zelu agarozowym,
na wysokosci 178 pz dla podjednostki 3 oraz 149 pz — podjednostka 4 kanatu BKca.
Natomiast nie wykryto transkryptow genoéw odpowiadajacych podjednostkom B1 oraz
B2. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 24A, ktore odpowiadajg rezultatom
uzyskanym za pomocg ilosciowej fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym
(RT-gPCR). Transkrypty genow KCNMAL, KCNMB3 i KCNMB4 zostaly wykryte we
wczesnych cyklach RT-gPCR, podczas gdy KCNMB1 i KCNMB2 wykryto w bardzo
poznych cyklach tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (numery cykli
> 33, co jest zblizone do wartosci tta). Analize wynikdéw otrzymanych technikg RT-gPCR

przedstawiono na wykresie (panel B) Ryciny 24. Obie wykorzystane techniki
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umozliwiajace analize ekspresji gendéw, potwierdzily obecno$¢ transkryptow genow

kodujacych podjednostki a, 3 i 4 kanatlu BKca w komoérkach HBE.

A. B.
a B1 B2 B3 p4 A
) g .
o =
- — g Wi
——| §30
500 PZo — = 500 pz o | by
aY
300 PZ s w— 300 pz W *
- - e 207em,y
100 pz e = 100 pz

Rycina 24. Analiza ekspresji genow podjednostek kanatow BKca. (A) Zdjecie zelu agarozowego
przedstawiajacego obecnos¢ produktow PCR, widoczne sa sygnaty dla podjednostki tworzacej
por kanatu — a (167 pz) oraz podjednostek regulatorowych B3 (178 pz) oraz 4 (149 pz) kanatu
BKca; n=3 (B) Wykres przedstawiajacy analize do§wiadczen RT-PCR, zaznaczono liczbe cykli
w ktorych ukazywaty si¢ produkty reakcji dla podjednostek kanatu BKca: a (cykle 18-19), Bl
(cykle 33-35), B2 (cykle 34-36), B3 (cykle 21-22), B4 (cykle 22-24), n=4.

4.3.2. ldentyfikacja bialek tworzacych kanal BKca z zastosowaniem
techniki Western blot

W kolejnym etapie doswiadczen biochemicznych wykorzystano technike Western blot
w celu identyfikacji produktow syntezy biatka, na podstawie zidentyfikowanych
transkryptow genéw podjednostek kanalu BKca. Zgodnie z procedurs opisang
w Rozdziale 3.4.2.1. Oczyszczanie mitochondriow oraz przygotowanie lizatéow
komorkowych, przygotowano dwie frakcje komodrkowe, jedna zawierajgca biatka
z homogenatu komorkowego (H), natomiast druga frakcja biatka mitochondrialne (M).
Otrzymane frakcje biatek rozdzielono na zelu poliakryloamidowym i znakowano za
pomoca specyficznych przeciwcial. Zaobserwowano, ze przeciwciato (anty-slol)
skierowane przeciwko biatku tworzacego por kanatu BKca (podjednostka a), wykrywa
biatko 0 masie ~120 kDa, odpowiadajgcemu masie pojedynczej podjednostki o we frakcji
mitochondrialnej M20 (20 pg biatka) oraz M40 (40 pg biatka). Ponadto przeciwciala
anty-sloB3 i anty-slop4 wykazaty rowniez obecno$¢ biatka, czyli prazkow ~27 kDa i ~24
kDa we frakcjach mitochondrialnych. Opisane wyniki przedstawiono na Rycinie 25A.
Analiz¢ densytrometryczng uzyskanych wynikow Western blot zaprezentowano na
Rycinie 25B. Poréwnanie ilosci bialek miedzy homogenatem a frakcjami

mitochondrialnymi wykazaty stosunkowo wysoki poziom podjednostek kanatu BKca
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w mitochondriach, wyizolowanych z ludzkich komoérek nabtonka oskrzelowego. Ponadto
zaobserwowano korelacj¢ miedzy wzrostem sygnatu badanych podjednostek kanatu
BKca ze wzrostem sygnatu markera mitochondrialnego COXIV czyli IV podjednostki
mitochondrialnej oksydazy cytochromu c (ang. mitochondrial cytochrome c oxidase
subunit 1V; 17 kDa).

A «a B3 B4 COXIV
H M M H M M H M M H M M
20 20 40 kKDa 0 29 40 kbDa 20 20 40 kba 50 20 40
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Rycina 25. Analiza technikg Western blot podjednostek kanatu BKca. (A) Przyktadowe zdjecia
Klisz z wyznakowania immunologicznego podjednostek kanatu BKca: o (~120 kDa), B3 (~27
kDa) i 4 (~24 kDa) oraz markera mitochondrialnego - podjednostki IV oksydazy cytochromu
€ (~17 kDa). Zaznaczono frakcje homogenatu komorkowego (H; 20 pg biatka catkowitego) oraz
mitochondrialne (M w dwoch stezeniach, 20 pg i 40 pg), (n = 3). (B) Analiza densytrometryczna
intensywnosci prazkow podjednostek kanatu BKca oraz podjednostki 1V oksydazy cytochromu
C przeprowadzono przy pomocy oprogramowania Imagel. Przeanalizowano trzy niezalezne
doswiadczenia Western blot. Istotnos$¢ statystyczng wykonano przy pomocy testu t-Studenta dla
n=3, (p < 0,05 (*), p < 0,01 (**)).

4.3.3. 'Wplyw mitochondrialnego kanalu BKca na potencjal wewnetrznej
blony mitochondrialnej

Zbadano rowniez jak obecno$¢ kanalu mitoBKca wplywa na potencjat
mitochondrialny w komorkach linii HBE. Aktywny kanal potasowy zlokalizowany
w wewngtrznej btonie mitochondrialnej transportujac jony potasu do macierzy

mitochondrialnej, powoduje depolaryzacje (spadek potencjatu) wewnetrznej blony
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mitochondrialnej.  Przeprowadzono doswiadczenia z wykorzystaniem sondy
fluorescencyjnej JC10 oraz cytometrii przeptywowej, procedura wykonywania
eksperymentéw zostala opisana szczegdotowo w Rozdziale 3.6. Pomiar potencjatu
wewnetrznej blony mitochondrialnej. JC10 jest lipofilnym kationem, selektywnie
gromadzacym si¢ w mitochondriach ze zdolnos$cia do agregacji. Kiedy wewnetrzna btona
mitochondrialna jest spolaryzowana (wysoki potencjal) barwnik tworzy agregaty
I emituje $wiatto przy dtugosci fali 570 nm. Natomiast gdy potencjat blonowy spada
(niski potencjat), maleje 1lo$¢ agregatow, pojawia si¢ wigcej monomerow barwnika, ktore
emituja $Swiatlo przy dlugosci fali 520 nm. Otrzymane wyniki zaprezentowano na
Rycinie 26. Wykazano, ze wraz ze wzrostem st¢zenia aktywatora kanatu BKca —
NS11021 (1, 3, 5 pM) zachodzi depolaryzacja wewngtrznej blony mitochondrialne;j.
Ponadto inkubacja komorek z inhibitorem kanatu — 1 pM paksyling w obecnosci 3 uM
NS11021 zmniejsza efekt depolaryzacji wywotanej aktywatorem. Komorki nablonka
oskrzelowego inkubowano rowniez z 100 nM 1 300 nM FCCP (rozprzegacz potencjatu
mitochondrialnego), wykorzystywanego jako kontrola pozytywna dla maksymalnej
depolaryzacji mitochondriow. Na wykresach punktowych (Rycina 26A) przedstawiono
rozktad dwoch populacji komoérek otrzymanych z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej. Populacje r6znig si¢ potencjatem btony mitochondrialnej, rézowe punkty
oznaczajag komorki z wysokim potencjatem (agregaty JC10), natomiast fioletowe —

komorki o niskim potencjale blonowym (monomery JC10).
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Rycina 26. Efekt modulatorow kanatu BKca na potencjat wewngtrznej btony mitochondrialne;j.
(A) Przyktadowe wykresy punktowe barwionych komorek HBE przez barwnik JC10 dla komérek
kontrolnych (nietraktowanych) oraz inkubowanych z 3 i 5 uM NS11021, 1 uM pax oraz 300 nM
FCCP. Analiz¢ intensywnos$¢ fluorescencji agregatow i monomeréow sondy JC10 wykonano
z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej (LSR Fortessa™). Komorki znajdujace si¢ w polu
Q2, reprezentuja komorki z wysokim potencjatem btonowym mitochondriéw. Natomiast w polu
Q4 znajduje si¢ populacja komoérek z niskim potencjatem mitochondriow. (B) Analiza pomiaru
potencjatu blony mitochondrialnej za pomoca JC10 z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej,
komorek kontrolnych i inkubowanych z NS11021 (1, 3, 5 uM), paksyling (1 pM), mieszaning
NS11021 (3 uM) i paksyliny (1 pM) oraz FCCP (100 nM, 300 nM). Kolor rézowy oznacza
komorki z wysokim potencjalem mitochondrialnym, natomiast fioletowy komorki
z depolaryzowanymi mitochondriami, n=3. Istotno$¢ statystyczng okre$lono z wykorzystaniem
testu t-Studenta wzgledem kontroli (p < 0,001 (***), p < 0,01 (**), p < 0,05 (*) p > 0,05 (ns)).
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4.3.4. Ocena oddychania komérkowego w obecnosci modulatoréow kanalu
BKca

W kolejnym etapie okre$lono wptyw modulatorow kanatu BKca na oddychanie
komorek nabtonka oskrzelowego. Pomiary szybkosci zuzycia tlenu wykonano
z wykorzystaniem oksygrafu w obecnosci 5 mM bursztynianu (substrat oddechowy dla
kompleksu I1), 0,5 uM rotenonu (inhibitor kompleksu 1), 2,5 uM oligomycyny (inhibitor
syntazy ATP) oraz 0,15 mM ATP. Blon¢ komoérkowg fragmentowano detergentem —
10 pg/ml digitoning. Dodanie 1 uM NS11021, aktywatora kanatu BKca, znaczaco
zwigkszylo zuzycie tlenu, szybko$¢ oddychania wzrosta dwukrotnie w poréwnaniu
z warunkami kontrolnymi (przed dodaniem aktywatora). Zaobserwowano korelacj¢
zuzycia tlenu ze wzrostem stgzenia zastosowanego aktywatora. Otrzymane wyniki
zamieszczono na Rycinie 27. Ponadto wykazano, ze obecno$¢ inhibitora kanatu 10 uM

paksyliny, dodanego wraz z NS11021 zmniejszyto oddychanie komérek HBE.
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Rycina 27. Wptyw modulatoréw kanatu BKca na oddychanie komorkowe. Wykres przedstawia
zmiany zuzycia tlenu w zalezno$ci od stezen NS11021 (1,3,5 uM) w obecnosci () lub braku (*)
inhibitora kanatu 10 pM paksyliny. Dane przedstawiono jako $rednie + SD (n = 3) a kazda kropka
reprezentuje osobny eksperyment. Wyniki zaprezentowano w odniesieniu do kontroli jako
warto$ci procentowe. Analize statystyczng wykonano testem t-Studenta, wzgledem kontroli

(p < 0,05 (*)).
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Podsumowujac, wykazano obecno$¢ zarowno transkryptéw genu jak i biatek dla
podjednostek a, B3 i B4 kanatu BKca w komoérkach ludzkiego nabtonka oskrzelowego.
Ponadto zaobserwowano, ze aktywator kanalu BKca— NS11021 powoduje depolaryzacje
wewnetrznej btony mitochondrialnej oraz zwigksza zuzycie tlenu w komoérkach HBE.
Natomiast paksylina, bedaca inhibitorem kanatu BKcaznosi efekt NS11021, zmniejszajac

depolaryzacje mitochondriéw oraz zuzycie tlenu.

4.4. Analiza biofizyczna izoformy VEDEC kanalu mitoBKca z linii komoérkowej
HEK?293-BK_DEC

Drugim modelem eksperymentalnym wykorzystywanym w badaniach byla nowo
wyprowadzona, stabilna linia komorkowa HEK293-BK _DEC, charakteryzujaca si¢
obecno$cig izoformy VEDEC kanatu mitoBKca. Ponizej przedstawiono analize
biofizyczng otrzymanego kanatu mitoBK_DEC, bedacego wariantem mitochondrialnego

kanatu opisywanego dotychczas tylko w komorkach serca.

4.4.1. Charakterystyka pradowo-napi¢eciowa mitochondrialnego kanalu
mitoBK_DEC

Wykorzystujac technike patch-clamp okreslono parametry biofizyczne kanatu
mitoBK-DEC w komorkach HEK293-BK DEC. Na podstawie zalezno$ci plynacego
pradu jonowego od napigcia wyznaczono przewodnictwo kanatu w warunkach
symetrycznych stezen 150/150 mM KCI. Przeprowadzajac analiz¢ nachylenia
wyznaczonej prostej do osi napigcia, obliczono przewodnictwo izoformy VEDEC kanatu
mitoBKca, ktore wynosi 288,9 + 4,2 pS. Uzyskana wartos¢ pokrywa si¢
z przewodnictwem kanatu BKca opisywanego w literaturze [93]. Rycina 28 przedstawia
wykres zaleznosci natezenia [pA] pradu jonowego przeptywajacego przez kanat, od

napigcia [mV] wraz z wyznaczonym przewodnictwem kanatu.
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Rycina 28. Wykres zalezno$¢ pradowo-napigciowej kanatu mitoBK DEC obecnego
w komorkach HEK293-BK_DEC. Oszacowane przewodnictwo kanatu mitoBK_DEC wynosi
288,9 + 4,2 pS, (n=3). Wykres przygotowano na podstawie danych uzyskanych z doswiadczen
przy ré6znym napigciu (-60, -40, -20, +20, +40, +60 mV) w warunkach symetrycznych stezen
150/150mM KCI, pH 7,2.

4.4.2. Prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu

Kolejna  analiza  wlasciwosci  biofizycznych ~ dotyczyla ~ wyznaczenia
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu w zaleznosci od zmiany napigcia. Przeprowadzone
doswiadczenia elektrofizjologiczne wykazatly obecno$§¢ obserwowanej dotychczas
w komorkach HBE, aktywno$¢ pojedynczego kanalu oraz aktywnosci kilku kanalow
w tym samym badanym skrawku wewngtrznej btony mitochondrialnej. Na Rycinie 29A
zaprezentowano  przyktadowe zapisy pomiarow elektrofizjologicznych dla
wspomnianych aktywnosci kilku kanaléw, zaznaczono 5 stanéw otwar¢ (0l-05),
oznaczajacych obecnos¢ 5 (N=5) kanalow oraz stan zamkniety ,,-”. Zaobserwowano, ze
prawdopodobienstwo otwar¢ kilku kanatow (NPo) mitoBK_DEC, jest zalezne od zmiany
napiecia i ro$nie wraz ze wzrostem napiecia. Na Rycinie 29B zaprezentowano analizg
przyktadowej aktywnosci kilku kanatow w jednym skrawku btony, tendencja zmian
aktywno$ci w zalezno$ci od napigcia byta obserwowana rowniez dla innych kanatéw

mitoBK DEC réznigcych si¢ iloscig (N).
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Rycina 29. Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu mitoBK_DEC. (A) Przyktadowe
rejestracje aktywnosci kilku kanatéw przy réznym napieciu (-60, -40, -20, 20, 40, 60 mV)
w warunkach symetrycznych stezen 150/150mM KCl, pH 7,2. ,,-”oznacza stan zamknigty kanatu,
(01-05) oznaczaja stany otwar¢ kanatu. (B) Wykres prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
mitoBK_DEC (NP,) w zalezno$ci od napigcia, N oznacza ilo$¢ analizowanych kanatow w jednym
badanym skrawku btony mitochondrialnej, (N=5).

4.4.3. Regulacja aktywnos$ci kanalu mitoBK_DEC przez jony wapnia i inne
modulatory w komérkach HEK293-BK_DEC

W kolejnym etapie badan okreslono wptyw réznych stezen jonéw wapnia (100, 30,
10, 1 uM Ca?"), aktywatora NS11021 (1 oraz 3 uM) oraz inhibitora (1 pM paksyliny)
kanatu BKca na prawdopodobienstwo otwar¢ (NPo) izoformy VEDEC kanatu mitoBKca.
Zaobserwowano, ze aktywnos¢ kilku kanatow w jednym skrawku btony sg regulowane
poprzez zmiany stezen jonow Ca?*. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 30.

Prawdopodobienstwo otwar¢ kanalow (NPo) mitoBK_DEC zmniejsza si¢ wraz ze
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spadkiem st¢zenia jonow wapnia. Na Rycinie 30A zaprezentowano przyktadowe
rejestracje pomiarow elektrofizjologicznych przy napigciu +40 mV, w warunkach 100,
30, 10, 1 uM Ca?" oraz odplukania, czyli ponownego dodania wapnia W najwyzszym
stezeniu (100 pM Ca?"). Analiza aktywnosci szesciu (N=6) kanatéw mitoBK_DEC
(Rycina 30B) wykazata, ze przy napigciach +40 i +60 mV, w najnizszym badanym
stezeniu 1 pM Ca?" wcigz pozostaja aktywne pojedyncze lub podwdjne kanaty. Rycina 30
przedstawia przykladowsg analiz¢ aktywnos$ci kilku kanatléw mitoBK DEC w jednym
skrawku blony mitochondrialnej, ta samg wrazliwo$¢ na zmienne stezenia jondw wapnia
obserwowano rowniez dla kanatow o innej liczbie N.
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Rycina 30. Wptyw jonéw wapnia na aktywnos$¢ kanatu mitoBK DEC w komoérkach HEK293-
BK_DEC. (A) Przyktadowe rejestracje zmian prawdopodobienstwa otwar¢ (NPo,) w uktadzie
symetrycznym roztworu 150/150 mM KCI, pH 7,2 oraz w obecnosci 100, 30, 10 i 1 pM Ca®"
przy napigciu +40mV. ,,-” oznacza stan zamknigty kanatu, ,,0” oznacza stan otwarty (01-06), N=6.
(B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ szeSciu aktywnych kanalow mitoBK DEC
W roztworach o réznym stezeniu jonéw wapnia przy napieciach -60, -40, -20, 20, 40, 60 mV.
Wykres przygotowano przy pomocy programu GraphPad z wykorzystaniem funkcji
sigmoidalnej.

Nastepnie sprawdzono wplyw inhibitora — paksyliny w stezeniu 1 uM na aktywno$¢
kanalu mitoBK_DEC. Pomiar dokonywano z wykorzystaniem aktywnosci pojedynczego
kanatu oraz kilku kanatow mitoBK DEC w komorkach HEK293-BK_DEC.
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Zaobserwowano, ze w obu przypadkach kanat jest blokowany przez paksyling,
specyficzny inhibitor kanatow potasowych o duzym przewodnictwie regulowanych
jonami wapnia. Wptyw paksyliny na kanat mitoBK DEC przedstawiono na Rycinie 31,
przyktadowe zapisy doswiadczen z wykorzystaniem techniki patch-clamp prezentuja
aktywno§¢ pojedyncza (A) oraz trzy aktywnosci kanalu (B) mitoBK DEC
zablokowanych przez paksyling.

A. B.
Aktywnos¢ pojedynczego Aktywnos¢ trzech
kanatu mitoBK_DEC kanatéw mitoBK_DEC
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kontrola | kontrola
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Rycina 31. Wptyw 1 puM paksyliny na aktywnos$¢ kanatu mitoBKca w komorkach HEK293-
BK_DEC. (A) i (B) Przyktadowe rejestracje przeptywu pradu jonowego przy napigciu -40 mV
w uktadzie symetrycznym 150/150 mM KCI, pH 7,2 odpowiednio dla jedynego i trzech
mitochondrialnych kanatéw BK_DEC, w obecnosci 100 uM Ca?" (kontrola) oraz po dodaniu
1 uM paksyliny. ,,-” oznacza stan zamknigty kanalu natomiast ,,0” — stan otwarty. (C) i (D)
Wykresy analizy prawdopodobienstwa otwar¢ odpowiednio dla jednego kanatu (Po) i trzech
kanatéw (NPo; N=3) przed (kontrola) i po dodaniu 1 uM paksyliny. Istotnosci statystyczna
wyznaczono testem t-Studenta (p < 0,001 (***), p < 0,01 (**)), n=2.

W kolejnym doswiadczeniu elektrofizjologicznym okre§lono wptyw aktywatora

kanatu BKca - NS11021. Przeprowadzona analiza wykonanych do$wiadczen przy
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napi¢ciu -40 mV wykazata zwigkszenie prawdopodobienstw otwaré¢ (NPo) kanatu
mitoBK_DEC po dodaniu 1 uM NS11021. Obserwowano zwigkszong aktywno$¢ kanatu
mitoBK_DEC po dodaniu aktywatora. Na Rycinie 32 zaprezentowano przyktadowe
wyniki zwigkszenia prawdopodbienstw otwaré kilku kanatow w jednym skrawku
wewnetrznej blony mitochondrialnej (N=12). Wykres (Rycina 32B) przedstawia analizg
stosunku pradu jonowego przeptywajacego przez kanaty do maksymalnego pradu, ktory
moze przeptyngé przez te kanaly, w danym odcinku czasowym. Zmiana
W przeprowadzonej analizie zwigzana jest z ograniczeniami programu, ktéry umozliwia
pomiar prawdopodobienstwa otwaré maksymalnie 8 kanalow w czasie jednej rejetracji.
Wykonano analiz¢ aktywnosci kilku kanatéw (N=12). Wyliczono stosunek pradu
przeptywajacego przez kanaty do maksymalnego pradu, ktory moze przeplynaé przez
aktywne kanaty (N=12), w danym wycinku czasowym. Ponadto zaobserwowano réwniez
efekt odptukania NS11021, po dodaniu roztworu kontrolnego (zawierajacego m. in. 100
uM Ca?"), prawdopodobiefnstwo otwaré zmniejsza si¢ znacznie. W kofcowym etapie
eksperymentu dodano roztwér zawierajacy 1 pM Ca?*, ktéry spowodowal zamkniecie

kanalu.
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Rycina 32. Aktywacja kanatu mitoBK DEC przez aktywator NS11021 (1 i 3 uM). (A)
Przyktadowe rejestracje przeptywu pradu jonowego przy napicciu -40 mV w ukltadzie
symetrycznym 150/150 mM KCl w pH 7,2. Zaznaczono warunki do$wiadczalne kontrola
(zawierajgca 100 uM Ca?"), 113 uM NS11021, odptukanie (roztwor z 100 uM Ca?*) oraz roztwor
z 1 uM Ca?*; ,-” oznacza stan zamkniety, ,,0” oznacza stan otwarty kanatu (01-012), N=12. (B)
Wykres analizy stosunku pradu elektrycznego przeptywajacego przez kanaty do maksymalnego
pradu, ktory moze przeptynac¢ przez kanaty, w danym wycinku czasowym. Wyniki odniesiono do
poziomu kontroli; kreskg zaznaczono wartosci $rednie. Istotno$¢ statystyczna wyznaczono
metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z zastosowaniem testem Tukey’a
wzgledem kontroli (p < 0,001 (***); p > 0,05 (ns)).

Przeprowadzone doswiadczenia z wykorzystaniem techniki patch-clamp wykazaty
obecno$¢ mitochondrialnej izoformy VEDEC kanalu BKca w transfekowanych
komoérkach HEK293. Nowa otrzymana linia komérkowa HEK293-BK_DEC
charakteryzuje si¢ funkcjonalnym kanalem mitoBK DEC, wrazliwym na zmiany
stezenia jondw wapnia, paksyling (inhibitor) oraz NS11021 (aktywator).
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4.5. Biochemiczna charakterystyka izoformy VEDEC kanalu mitoBKca z linii
komoérkowej HEK293-BK_DEC

W nastepnym etapie charakterystyki wprowadzonego kanatu mitoBK_DEC
w komorkach HEK293 wykonano doswiadczenia z zakresu biochemii. Eksperymenty
miaty na celu potwierdzenie obecnos$ci izoformy VEDEC podjednostki a, tworzacej por

kanalu mitoBKca.

45.1. Subkomérkowe lokalizacje  podjednostki a kanalu BKca
w transfekowanych komérkach linii HEK293-BK_DEC - obrazowanie
za pomoca mikroskopii konfokalnej

Oceng skuteczno$ci przeprowadzonej transfekcji komoérek HEK293 wykonano
z wykorzystaniem  znakowania fluorescencyjnego. Komorki HEK293-BK_DEC
znakowano przyzyciowo w celu wizualizacji mitochondridéw za pomocg specyficznego
barwnika fluorescencyjnego MitoRed, wyznaczone struktury widoczne s3 na
Rycinie 33A. Pozostale znakowania wykonano na utrwalonych komoérkach wedtug
protokotu opisanego w Rozdziale 3.5. Znakowanie immunofluorescencyjne komorek
z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego. Izoforme¢ VEDEC podjednostki o (slol)
kanatu BKca wyznakowano specyficznym przeciwciatem I-rzedowym oraz ll-rzegdowym
sprzezonym z fluoroforem, wynik znakowania zaprezentowano na Rycinie 33. Ponadto
w celu porownania wystepowania podjednostki o w innych przedziatach komorki,
wyznakowano rowniez podjednostke B hydroksylazy prolilowej (P4HB) lokalizujaca si¢
w siateczce $rodplazmatycznej (Rycina 33B) oraz podjednostke a ATPazy Na™-K*
Z btony komodrkowej (Rycina 33C). Na Rycinie 33 ostania kolumna zdje¢ z mikroskopii
konfokalnej przedstawia nalozenie dwoch wyznakowanych obrazéw: slol - podjednostki
o BKca oraz odpowiednio wybarwione mitochondria, ER, btona komoérkowa.
Wyznakowanie podjednostki o kanalu BKca w komorkach HEK?293-BK_DEC
potwierdza skutecznie przeprowadzong transfekcje, majaca na celu wprowadzenie do
komoérek HEK293 genu kodujacego mitochondrialng izoform¢ VEDEC kanatu BKca.
Analiza nalozenia wyznakowanych obrazow umozliwiala ocen¢ kolokalizacji
znakowanych biatek, wystepowanie podjednostki o zar6wno w mitochondriach jak

I W siateczce $rodplazmatycznej oraz btonie komorkowe;.
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anti-slo1

anti-slo1 MitoRed MitoRed
anti-slm
anti-slo1 anti-P4HB anti-P4HB
anti-slo1
anti-slo1 anti-ATPaza Na'-K' anti-ATPaza Na -K’

Rycina 33. Subkomoérkowe lokalizacje podjednostki a kanatu BKca w komorkach HEK293-
BK DEC. Obrazowanie za pomoca mikroskopii konfokalnej. Komoérki HEK293-BK_DEC
wyznakowano fluorescencyjnie: barwnikiem MitoRed jako markerem mitochondrialnym (panel
gorny A), znakowanymi przeciwcialami anty-P4HB jako marker siateczki srodplazmatyczne;j
(panel $rodkowy B) oraz anty-ATPaza Na*-K* - marker btony komorkowej (panel dolny C).
Tworzaca por kanatu BKca podjednostka o zostatla wybarwiona znakowanym przeciwciatem
anty-slol, n=3.
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45.2. Analiza poziomu transkryptow izoformy VEDEC podjednostki
o kanalu BKca

W kolejnym etapie wykorzystano tancuchowa reakcje polimerazy (PCR) w celu
okreslenia poziom transkryptow genow kodujacych podjednostke o kanatu BKca oOraz
izoform¢ VEDEC podjednostki a kanatu mitoBKca w komorkach HEK293-BK_DEC.
Wykorzystano materiat genetyczny (cDNA) wyizolowany z komorek kontrolnych
HEK293 oraz z komorek po transfekcji — HEK293-BK_DEC. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczen zaprezentowano na Rycinie 34, produkty reakcji w ktorych uzyto cDNA
z komorek HEK?293 (przed transfekcja) zaznaczono jako VEDEC -, natomiast
pochodzacy z komorek transferowanych jako VEDEC +. W komorkach HEK293
zaobserwowano widoczny pojedynczy prazek o masie 167 pz wskazujacy na ekspresje
transkryptu genu kodujacego podjednostke a kanatu BKca. Natomiast w komorkach po
transfekcji HEK293-BK_DEC (VEDEC +), wykazano obecno$¢ produktu reakcji PCR
0 masie 452 pz odpowiadajacemu izoformie VEDEC podjednostki o kanalu mitoBKca,

nieobserwowanej w komorkach HEK293.

a VEDEC GAPDH

VEDEC -+ -+ -+

500 pz m—
300 pz =—

100 pz =—

== 500 pz
| = 300 pz

— 100 pz

Rycina 34. Analiza ekspresji genéw podjednostek a kanatu BKca w dwoch liniach komorkach
HEK293 (VEDEC -) i HEK293-BK_DEC (VEDEC +). Zdjecie zelu agarozowego
przedstawiajacego obecnos¢ produktow PCR dla podjednostki tworzacej por kanatu — a (167 pz)
i jej izoformy VEDEC (452 pz) oraz markera komoérkowego GAPDH (dehydrogenaza
gliceroaldehydofosforanowa; 161 pz), n=3.
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45.3. ldentyfikacja podjednostki o kanalu BKca z zastosowaniem techniki
Western blot

Do identyfikacji podjednostki a kanalu BKca wykorzystano technik¢ Western blot.
Zgodnie z opisang W Rozdziale 3.4.2.1. Oczyszczanie mitochondriow oraz przygotowanie
lizatow komorkowych procedura, przygotowano trzy frakcje biatkowe: mitochondria (M),
homogenat komorkowy (H) oraz homogenat pozbawiony mitochondriow (H-M). Frakcje
biatkowe pochodzity z obu linii komoérkowych HEK293 i HEK293-BK_DEC.
Na Rycinie  31A  przedstawiono porownanie rozdzialu bialeck na zelu
poliakryloamidowym, wyznakowano za pomoca specyficznego przeciwciata (anty-slol)
podjednostke tworzacg por kanatu BKca. Zaobserwowano wyraznie intensywniejszy
prazek (~120 kDa) we frakcji mitochondrialnej komoérek HEK293-BK_DEC
w poréwnaniu do pozostatych frakcji biatkowych. Ponadto nie wykazano sygnatu
podjednostka a w komodrkach HEK293. COXIV (IV podjednostka mitochondrialnej
oksydazy cytochromu c ; ~17 kDa) wykorzystano jako marker mitochondrialny.
Zaobserwowano rowniez korelacj¢ miedzy wzrostem sygnalu badanej podjednostki
kanatu BKca z wzrostem sygnalu markera mitochondrialnego. Wykonang analizg

densytrometryczng uzyskanych wynikow Western blot przedstawiono na Rycinie 35B.
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Rycina 35. Identyfikacja podjednostki o kanalu BKca W komoérkach HEK293 przed i po
transfekcji w wykorzystaniem techniki Western blot. (A) Przyktadowe zdjecia zelu
poliakryloamidowego dla podjednostki o kanalu BKca (~120 kDa) oraz markera
mitochondrialnego - IV podjednostki oksydazy cytochromu c (~17 kDa). Zaznaczono badane
frakcje mitochondriow (M), homogenatu komoérkowego (H) oraz homogenatu pozbawionego
mitochondriéw (H-M). Na zel naktadano 20 pg biatka catkowitego do kazdej $ciezki (n = 3). (B)
Analiza densytrometryczna intensywno$ci prazkéw podjednostek o kanalu BKca oraz
podjednostki IV oksydazy cytochromu ¢ przeprowadzono za pomoca oprogramowania ImageJ.
Przeanalizowano trzy niezalezne dos$wiadczenia Western blot. Nie wykazano istotno$é
statystycznej pomigdzy analizowanymi powtorzeniami.

45.4. Ocena zwigzku pomiedzy oddychaniem komérkowym a obecnoscia
kanalu mitoBK_DEC

W kolejnym etapie badan wykonano analiz¢ oddychania komorkowego. Mierzono
szybko$¢ zuzycia tlenu dla obu linii komoérkowych HEK293 oraz HEK293-BK_DEC.

Pomiary wykonywano w czterech nastepujacych etapach:
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1) szybkos$¢ zuzycia tlenu w warunkach kontrolnych (przed dodaniem
modulatoréw oddechowych),

2) szybko$¢ zuzycia tlenu po dodaniu 1 pM oligomycyny (inhibitor syntazy
ATP),

3) szybko$¢ zuzycia tlenu po dodaniu 1 pM FCCP (rozprzegacz fosforylacji
oksydacyjnej),

4) szybko$¢ zuzycia tlenu po dodaniu mieszaniny 0,5 uM rotenonu (inhibitor
kompleksu 1) i antymycyny (AA, inhibitor kompleksu III tancucha
oddechowego).

Doswiadczenia wykonano z wykorzystaniem dwoch urzadzen oksygrafu (Oxygraph-
2k Oroboros) oraz Seahorse w celu poréwnania oddychania komérkowego pomigdzy
liniami komdrkowymi r6znigcymi si¢ obecnos$cig kanatu mitochondrialnego. Komorki do
eksperymentow przygotowano wedlug procedury opisanej w Rozdziale 3.7. Analiza

oddychania komorkowego.

Analiza oddychania komoérkowego wykazata, ze w warunkach kontrolnych komorki
z nadekspresja kanatu mitoBK_DEC zuzywaja tlen szybciej w porownaniu do komorek
HEK293. Ponadto zauwazono réznic¢ w szybkosci oddychania po podaniu rozprzggacza
fosforylacji oksydacyjnej FCCP w obu badanych liniach, ze znaczng przewaga zuzycia
tlenu przez komorki HEK293-BK DEC. Natomiast nie zaobserwowano znaczacych
rozni¢ w poziomie zuzycia tlenu po podaniu inhibitorow tancucha oddechowego
oligomycyny oraz mieszaniny rotenonu i antymycyny. Wyniki analizy poréwnania
wydolnosci  oddechowej badanych komorek przedstawiono na Rycinie 36
z wykorzystaniem oksygrafu oraz na Rycinie 37 z uzyciem urzadzenia Seahorse.
Przeprowadzone analizy za pomoca obu urzadzen wykazuja, ze obecnos$¢ kanatlu

mitoBKcazwigksza szybkos¢ zuzycia tlenu.
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Rycina 36. Analiza szybko$ci oddychania komoérek HEK293 oraz HEK293-BK_DEC
z wykorzystaniem oksygrafu. Oddychanie komérkowe przedstawiono jako szybkos¢ zuzycia
tlenu w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu modulatoréw oddechowych 1 uM oligomycyny,
1 uM FCCP oraz mieszaniny 0,5 pM rotenonu i antymycyny (AA); n=3. Analiz¢ statystyczng
wykonano testem t-Studenta, wzgledem kontroli (p < 0.01 (¥*), p<0,001 (***)).
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Rycina 37. Poréwnanie szybkosci oddychania komorek HEK293 oraz HEK293-BK_DEC
z wykorzystaniem Seahorse. Analiza szybkos$ci zuzycia tlenu w warunkach kontrolnych oraz po
dodaniu modulatorow oddechowych 1 uM oligomycyny, 1 uM FCCP oraz mieszaniny 0,5 uM
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rotenonu iantymycyny (AA); n=3. Istotno$¢ statystyczng wykonano testem t-Studenta,
wzgledem kontroli (p<<0,001 (**%*)).

Ponadto wykonano analiz¢ pomiaru zuzycia tlenu w obecnosci aktywatora kanatu
BKca- NS11021 z wykorzystaniem oksygrafu. Zaobserwowano znaczny wzrost zuzycia
tlenu po zastosowaniu aktywatora kanatu, wykazano réwniez rdznicg miedzy badanymi
liniami komoérkami. Komorki z obecnym kanatem mitoBK DEC zuzywaja w szybszym
tempie tlen w poréwnaniu do komoérek HEK293. Wyniki analiz oddychania

komoérkowego po dodaniu NS11021 zaprezentowano na Rycinie 38.
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Rycina 38. Analiza szybkos$ci oddychania komoérek HEK?293 oraz HEK293-BK_DEC
w obecnosci NS11021 z wykorzystaniem oksygrafu. Oddychanie komérkowe przedstawiono
jako szybkos¢ zuzycia tlenu w warunkach kontrolnych oraz po dodaniu modulatoréw tancucha
oddechowego 1 uM oligomycyny, | uM FCCP, mieszaniny 0,5 uM rotenonu i antymycyny (AA)
oraz aktywatora kanalu BKca—NS11021 (1,3,5 uM), n=3. Analiz¢ statystyczng wykonano testem
t-Studenta, wzglgdem oligomycyny (p < 0.05 (*), p <0.01 (**), p<0,001 (***), p>0,05 (ns)).

Podsumowujac, przeprowadzone do§wiadczenia wykazaty obecnos$¢ transkryptu genu
oraz biatka tworzacego por kanatu BKca, izoformy VEDEC podjednostki o, w komorkach
HEK239-BK DEC. Ponadto, wykazano, Zze obecnos¢ kanatu mitoBK DEC zwigksza

oddychanie komoérkowe, poprzez zwickszenie zuzycia tlenu.
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4.6. Wplyw niskoczasteczkowych zwiazkéw syntetycznych i pochodzenia
roslinnego na aktywnos¢ kanalu mitoBKca

Scharakteryzowanie mitochondrialnego kanalu BKca wystepujacego endogennie
w ludzkich komoérkach nabtonka oskrzelowego oraz egzogennie, w wyniku transfekcji
ludzkich komoérek embrionalnych nerki, byto niezb¢dne do dalszych badan. Wykonano
doswiadczenia dotyczace wpltywu niskoczasteczkowych zwigzkow Syntetycznych
I pochodzenia roslinnego na aktywnos$¢ wspomnianych kanalow mitoK. Kanat
wystepujacy endogennie w komorkach HBE postuzyt jako model do poszukiwania
aktywatorow kanatu mitoBKca. Natomiast kanat mitoBK DEC wykazujacy aktywnos¢
kilku kanaléw w jednym skrawku btony wykorzystano do badania potencjalnych
inhibitorow kanalu mitoBKca. Podczas przeprowadzanych doswiadczen okreslono
rowniez toksyczno$¢ niskoczasteczkowych zwiazkéw poprzez pomiar zmian

prowadzacych do apoptozy i nekrozy komorek.

4.6.1. Wplyw pochodnych naringeniny na endogenna i egzogenng izoforme
kanalu mitoBKca

W pierwszym kroku postanowiono zbada¢ wplyw flawonoidow, a doktadnie
zwigzkow bedacych pochodnymi naringeniny na aktywno$¢ obu izoform kanatu
mitoBKca z komoérek HBE oraz HEK293-BK DEC. Wyj$ciowym do$wiadczeniem byto
sprawdzenie czy naringenina opisywana jako aktywator mitochondrialnego kanatu
potasowego BKca reguluje aktywno$¢ badanych kanatow mitoBKca. Wykazano,
ze naringenina bedaca aktywatorem kanatu mitoBKca W ludzkich fibroblastach skory
oraz komorkach endotelialnych, nie wptywa na aktywno$¢ kanatu mitoBKca z komorek
nabtonka oskrzelowego oraz nie aktywuje kanatu mitoBK-DEC z transfekowanych
komoérek HEK293-BK DEC. Na Rycinie 39 zaprezentowano przyktadowe rejestracje

obu badanych kanatoéw po dodaniu 10 uM naringeniny.
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Rycina 39. Wptyw naringeniny na aktywno$¢ kanatu mitoBK_DEC oraz mitoBKca. Schemat
przedstawia przykltadowe rejestracje elektrofizjologiczne przy napigciu -40 mV, w uktadzie
symetrycznym 150/150 mM KCI, pH 7,2 w warunkach kontrolnych (100 uM Ca?*) oraz po
podaniu 10 pM naringeniny. ,,-” oznacza stan zamknigty kanatu natomiast ,,0” stan otwarty
kanatu.

W kolejnym kroku zbadano wptyw siedmiu dostgpnych pochodnych naringeniny (8-
prenylo-naringeniny, 7-O-prenylo-naringeniny, 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny, 5-O-
prenylo-naringeniny, 7-O-metylo-naringeniny, 4’,7-di-O-metylo-naringeniny, chalkonu
4’.5,7,-tri-O-metylo-naringeniny) na aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego
BKca w obu modelach badawczych komodrkach nabtonka oskrzelowego (HBE) oraz

transfekowanych embrionalnych komoérkach nerki (HEK293-BK_DEC).

4.6.1.1. Ocena przezywalno$ci komérek HBE po inkubacji z pochodnymi
naringeniny

Toksycznos¢ pochodnych naringeniny badano wykorzystujac zestaw do pomiaru
apoptozy i nekrozy opisany w rozdziale 3.8 Ocena przezywalnosci komaorek. Okreslono
wptyw badanych pochodnych naringeniny na zapoczatkowanie procesow prowadzacych
do $mierci komorek. Pomiary wykonano w odstgpach czasowych, co 3 godziny (0, 3, 6,
9, 12 h) dla obu typoéw eksperymentow, inkubujac komorki z wybranym stgzeniem
(10 uM) pochodnych naringeniny. Apoptozg, czyli programowang $mier¢ komorki
okreslano poprzez pomiar luminescencji oraz przedstawiono jako % RLU (wzgledna

jednostka luminescencji, ang. relative luminescence units). Analiza przeprowadzonych
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doswiadczen wykazata, ze 10 uM 8-prenylo-naringeniny powoduje uszkodzenia
komoérek nabtonka oskrzelowego prowadzacych do apoptozy. Wzrost sygnatu
luminescencji po inkubacji z tym zwigzkiem byt zblizony do sygnalu spowodowanego
0,5 uM staurosporyng (STS), czyli czynnikiem proapoptotycznym (Rycina 40).
Staurosporyna jest naturalnie wystepujacym antybiotykiem, wyizolowanym z bakterii
Streptomyces staurosporeus. Wykazano, ze STS jest bardzo silnym induktorem
apoptozy, poprzez hamowanie aktywnos$ci roznych kinaz biatkowych czyli enzymow
katalizujgcych reakcje przeniesienia grupy  fosforanowej [177]. Pozostale sze$é
zwigzkow bedacych pochodnymi naringeniny (4°,7-di-O-prenylo-naringeniny, 7-O-
prenylo-naringeniny, 4’°,7-di-O-metylo-naringeniny, chalkonu 4’,5,7,-tri-O-metylo-
naringeniny, 7-O-metylo-naringeniny, 5-O-prenylo-naringeniny) nie wykazywaty

toksycznego wptywu na komorki HBE.
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—— 10 uM naringenina (NAR) ns

—— 10 uM 4',7-di-O-prenylo-NAR *

10 uM 8-prenylo-NAR ***
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Rycina 40. Wykres przedstawiajacy apoptoze¢ komorek ludzkiego nabtonka oskrzelowego po
inkubacji z pochodnymi naringeniny, wyrazong zmiang luminescencji w czasie (0, 3, 6, 9, 12 h).
Zaprezentowano kontrole (komoérki HBE nietraktowane), 10 uM naringening, 10 pM 4°,7-di-O-
prenylo-naringening, 10 pM 7-O-prenylo-naringening, 10 pM 4°,7-di-O-metylo-naringening,
10 uM chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringening, 10 uM 7-O-metylo-naringening, 10 uM 5-O-
prenylo-naringenine oraz 0,5 uM staurosporyne (STS; induktor apoptozy). Analize statystyczng
wzgledem kontroli wykonano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA
z testem Tukey’a, n=3, (p<0,001 (**%*), p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).

110



Réwnoczesnie dokonywano pomiaru intensywnosci fluorescencji odpowiadajace;j
zmianom nekrotycznym badanych komorek. Wykazano, ze powodujaca programowang
$mier¢ komorek, 10 uM 8-prenylo-naringeniny, rOwniez wplywa na indukcj¢ nekrozy.
Ten rodzaj $mierci charakteryzuje si¢ pgcznieniem komoérki oraz perforacjom btony
komoérkowej prowadzacym do nagltego rozpadu komorek. Jednostka pomiarowa
w przypadku zmian nekrotycznych byta % RFT (wzglgdna jednostka fluorescencii,
ang. relative fluorescence units). Rycina 41 przedstawia wptyw pochodnych naringeniny
na nekroze komoérek HBE. Zaobserwowano, ze 10 uM 8-prenylo-naringeniny
powodowata znacznie wigksze uszkodzenia komorek w poréwnaniu do 0,5 pM
staurosporyny, ktora po uptywie 9 godzin od dodania zaczyna indukowaé zmiany
prowadzace do nekrozy komoérek HBE. Natomiast pozostate pochodne naringeniny nie

powoduja zmian prowadzacych do nekrozy komorek nablonka oskrzelowego.

—— kontrola
—— 10 uM naringenina (NAR) ns
—=— 10 uM 4',7-di-O-prenylo-NAR ns

140+ 10 uM 8-prenylo-NAR *++
—e— 10 uM 4',7-di-O-metylo-NAR ns
1309  —— 10puM chalkon 4',5,7-tri-O-metylo-NAR ns
10 uM 7-O-metylo-NAR ns
1204 —— 10 uM 5-O-prenylo-NAR ns
110 —— 10 uM 7-O-prenylo-NAR ns
—e-(0,5uM STS *
100+

L] L) Ll
6 9 12
czas [h]

o
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Rycina 41. Analiza wptywu pochodnych naringeniny na nekroz¢ komorek ludzkiego nabtonka
oskrzelowego. Wykres przedstawia zmiany nekrotyczne komorek po inkubacji z pochodnymi
naringeniny, wyrazong zmiang fluorescencji w czasie (0, 3, 6, 9, 12 h). Zaprezentowano kontrole
(komorki HBE nietraktowane), 10 uM naringening, 10 pM 4’,7-di-O-prenylo-naringenine,
10 uM 7-O-prenylo-naringening, 10 pM 4°,7-di-O-metylo-naringening, 10 uM chalkonu 4°,5,7,-
tri-O-metylo-naringening, 10 uM 7-O-metylo-naringening, 10 uM 5-O-prenylo-naringening oraz
0,5 uM staurosporyne (STS; induktor apoptozy). Analizg statystyczng wzgledem kontroli
wykonano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a, n=3,
(p<0,001 (***), p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).
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4.6.1.2. Regulacja aktywnosci kanalu mitoBKca przez pochodne
naringeniny

Wykorzystujgc technike patch-clamp zbadano wplyw wszystkich pochodnych
naringeniny na aktywno$¢ endogennie wystgpujacego mitochondrialnego kanatu BKca
0 niskim prawdopodobienstwie otwar¢ (kontrolna aktywno$¢). W pierwszej kolejnosci
zaprezentowano efekt 8-prenylo-naringeniny. Podczas analizy danych z pomiarow
elektrofizjologicznych zaobserwowano, ze zwigzek ten w st¢zeniach 11 3 uM nie wplywa
na zmiang aktywno$ci kanatu mitoBKca. Natomiast obecnos¢ 10 uM 8-prenylo-
naringeniny powoduje zmniejszenie prawdopodobienstwa otwaré mitochondrialnego
kanatu BKc,, obnizajac aktywnosci o okoto 20% w stosunku do kontroli. Rycina 42
przedstawia analiz¢ wplywu 8-prenylo-naringeniny na kanat mitoBKca W ludzkich

komorkach nabtonka oskrzelowego.

A. B.
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QT T
1 uM 8-prenylo-NAR 18%
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AT ¢ Y| ————
10 pM 8-prenylo-NAR 2% ég 50- s -
B - T
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Rycina 42. Efekt 8-prenylo-naringeniny na zmiang aktywnos$ci kanatu mitoBKca w komorkach
nablonka oskrzelowego. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych w warunkach:
kontrolnych (roztwor zawierajacy 100 uM Ca?"), podczas obecnosei 1, 3 i 10 uM 8-prenylo-
naringeniny, po odplukaniu roztworem kontrolnym oraz podaniu 1 uM paksyliny. Pomiar
wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale
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-40 mV; ,,-” oznacza stan zamknigty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (Po)
w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10 uM 8-prenylo-naringeniny, odptukaniu oraz
dodaniu 1 uM paksyliny. Metodag analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a
wyznaczono istotnos¢ statystyczna wzgledem kontroli, n=3, (p<<0,001 (***), p<0,01 (**), p>0,05

(ns)).

W nastgpnym kroku zbadano wptyw 7-O-prenylo-naringeniny na aktywno$¢ kanatu
mitoBKca. Wykazano, ze zwigzek aktywuje kanal, w sposob zalezny od stezenia.
Zaobserwowano, ze podanie 10 uM 7-O-prenylo-naringeniny powoduje najwieksze
zmiany prawdopodobienstwa otwar¢ kanalu, o okoto 40% w stosunku do kontroli.
Rowniez 3 uM 7-O-prenylo-naringenina wykazuje aktywujacy efekt, zwickszajac
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu mitoBKca 0 okoto 30%. Wykazano rowniez,
iz zwigzek w nieznacznym stopniu jest odplukiwany od miejsca wigzania w biatku
kanatlowym. Natomiast dodanie 1 uM paksyliny, inhibitora kanatu, powoduje zamknigcie

kanahlu. Analize doswiadczen przedstawiono na Rycinie 43.
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Rycina 43. Regulacja aktywnosci kanatu mitoBKca w komodrkach HBE przez 7-O-prenylo-
naringeniny. (A) przykltadowe rejestracje elektrofizjologiczne w warunkach: kontrolnych
(zawierajacych 100 uM Ca?"), podczas obecnosci 1, 3 i 10 pM 7-O-prenylo-naringeniny, po
odptukaniu roztworem kontrolnym oraz po dodaniu 1 pM paksyliny. Pomiar wykonywano
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w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza
stan zamknicty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (P,) w warunkach kontrolnych
i po dodaniu 1, 3 i 10 uM 7-O-prenylo-naringeniny, odptukaniu i podaniu 1 pM paksyliny.
Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢
statystyczna wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p<0,01 (**), p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).

Nastepnie wykonano do$wiadczenia z wykorzystaniem kolejnej pochodnej
naringeniny 4’,7-di-O-prenylo-naringeniny. Na Rycinie 44 przedstawiono zapisy
elektrofizjologiczne, zmian aktywnosci kanatu mitoBKca W warunkach kontrolnych i po
podaniu 3 oraz 10 uM 4’,7-di-O-prenylo-naringeniny. Podczas analizy pomiarow
elektrofizjologicznych w  warunkach symetrycznych stezen 150/150mM KCl
zaobserwowano, ze badany zwigzek w stezeniu 10 uM powoduje statystycznie istotne
zmiany aktywno$ci kanatu. Prawdopodobienstwo otwaré mitochondrialnego kanatu
BKcazmniejsza si¢ w przyblizeniu o 10% po podaniu pochodnej naringeniny. Otrzymany
efekt jest nieodwracalny po dodaniu roztworu kontrolnego zawierajacego 100 uM Ca?",
Na Rycinie 44 zaprezentowano (A) przyktadowe zapisy zmian aktywnosci kanalu
w warunkach kontrolnych i po podaniu 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny oraz (B) analizg

prawdopodobienstwa otwar¢ (Po) kanatu mitoBK ca.
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Rycina 44. Wptyw 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny na aktywno$¢ kanatu mitoBKca W ludzkich
komorkach nabtonka oskrzelowego. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
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w warunkach: kontrolnych (zawierajgcych 100 uM Ca?"), podczas obecnosei 3 i 10 uM 4°,7-di-
O-prenylo-naringeniny oraz odptukaniu roztworem kontrolnym. Pomiar wykonywano w uktadzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan
zamknigty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (Po,) w warunkach kontrolnych i po
dodaniu 3 i 10 puM 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny oraz odplukanie. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczna
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).

Kolejng badana pochodng naringeniny na zmiany prawdopodobienstw otwar¢ kanatu
mitoBKca byl zwigzek 5-O-prenylo-naringeniny. Przeprowadzone doswiadczenia
wykazaty, ze zwigzek w stezeniu 1 1 3 pM nie wplywa na zmiany aktywnos$ci
mitochondrialnego kanatu. Natomiast najwyzsze badane st¢zenie powoduje nieznaczne
zmniejszenie prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu z okoto 25% w warunkach kontrolnych
do okoto 18% po zastosowaniu 10 uM 5-O-prenylo-naringeniny. Po dodaniu roztworu
kontrolnego i odptukaniu zwigzku, zaobserwowano powrot prawdopodobienstw otwaré

kanatu do okoto 24%. Na Rycinie 45 przedstawiono analize¢ wykonanych doswiadczen.
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Rycina 45. Regulacja aktywnosci kanatu mitoBKcs w komorkach nabtonka oskrzelowego przez
5-O-prenylo-naringening. (A) przykladowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 pM Ca?*), podczas obecnos$ci 1, 31 10 uM 5-O-
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prenylo-naringeniny, po odptukaniu roztworem kontrolnym oraz dodaniu 1 pM paksyliny.
Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamknigty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
(Po) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10 uM 5-O-prenylo-naringeniny, odptukaniu
oraz dodaniu 1 uM paksyliny. Metodg analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem
Tukey’a wyznaczono istotnos$¢ statystyczna wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p>0,05

(ns)).

Nastepnie zbadano wptyw 7-O-metylo-naringeniny na aktywnos$¢ mitochondrialnego
kanatu potasowego BKca. Wykazano, ze zwigzek ten powoduje nieistotne statystycznie,
niewielkie zmniejszenie aktywnos$ci kanatu mitoBKca w ludzkich komorkach nabtonka
oskrzelowego. Na Rycinie 46 zaprezentowano wyniki doswiadczen z wykorzystaniem
7-O-metylo-naringeniny,  (A)  przedstawia  przykladowe  zapisy  rejestracji
elektrofizjologicznych, natomiast panel (B) to analiza zmian prawdopodobienstwa

otwar¢ kanatu.
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Rycina 46. Wplyw 7-O-metylo-naringeniny na zmiang aktywnosci kanalu mitoBKca
w komorkach HBE. (A) przyktadowe rejestracje elektrofizjologiczne w warunkach: kontrolnych
(zawierajacych 100 uM Ca?"), podczas obecnosci 3 i 10 pM 7-O-metylo-naringeniny oraz po
odptukaniu roztworem kontrolnym. Pomiar wykonywano w ukladzie symetrycznych st¢zen
150/150 mM KClI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety. (B) Analiza
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prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (Po) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 31 10 pM 7-O-
metylo-naringeniny oraz odptukaniu. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA
z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczna wzgledem kontroli, n=2, p>0,05 (ns)).

Zbadano réwniez wptyw 4’,7-di-O-metylo-naringeniny na aktywnos$¢ kanatu
mitoBKca. Zaobserwowano, znaczgcy wplyw badanej pochodnej na aktywnos$¢ badanego
kanatu. Wykazano, iz aktywno$¢ kanalu maleje wraz ze wzrostem zastosowanego
stezenia zwigzku. Natomiast 10 uM 4°,7-di-O-metylo-naringeniny, zmniejsza
prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu mitoBKca 0 ponad 25%. Po odptukaniu pochodnej
naringeniny, nie zaobserwowano powrotu do aktywnosci wyjsciowej. Wyniki
zaprezentowano na Rycinie 47, (A) przedstawia zapisy elektrofizjologiczne z wybranego
doswiadczenia, natomiast w panel (B) analiz zmian prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu

mitoBKca.
A. B.
kontrola 30%
~ O P e
3 UM 4'7-di-O-metylo-NAR 8%

] WO T

10 uM 4'7-di-O-metylo-NAR 2%

N ' W

~
T

ns

ns

a
i

Prawdopodobieristwo otwar¢ (Po)
[%]

254 T
odptukanie 5%
TV T | T S =
0660 o’evg- °§§. &Ib&e’
& &8
& J
05s &«,e) &«p
10 pA — stan zamkniety ,bq?‘ Q§
N

Rycina 47. Efekt 4’,7-di-O-metylo-naringeniny na zmiang¢ aktywnosci kanalu mitoBKca
w komorkach nabtonka oskrzelowego. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 uM Ca?"), podczas obecnoéci 3 i 10 uM 4°,7-di-
O-metylo-naringeniny oraz po odplukaniu roztworem kontrolnym. Pomiar wykonywano
w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza
stan zamknigty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (P,) w warunkach kontrolnych
i po dodaniu 3 i 10 uM 4’7-di-O-metylo-naringeniny oraz odptukaniu. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczng
wzgledem kontroli, n=2, (p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).
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Ostatnig badang pochodng naringeniny byt chalkon 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny.
Wykorzystujac technike patch-clamp, wykazano, ze chalkon rowniez powoduje znaczace
zmniejszenie aktywno$ci kanatu mitochondrialnego. Podanie 3 uM chalkonu 4°,5,7,-tri-
O-metylo-naringeniny, redukuje prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu o okoto 20%.
Natomiast najwyzsze zastosowane st¢zenie zwigzku 10 pM powoduje zamknigcie kanatu
mitoBKca, po ktérym nie nastepuje powrot aktywnosci. Rycina 48 przedstawia uzyskane
rezultaty po dodaniu chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny podczas doswiadczen

patch-clamp.
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Rycina 48. Zmiany aktywnosci kanatu mitoBKca po dodaniu chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-
naringeniny w ludzkich komoérkach nabtonka oskrzelowego (A) przyktadowe rejestracje
elektrofizjologiczne w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 uM Ca?*), podczas obecno$ci
1,31 10 uM chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny, odptukaniu roztworem kontrolnym oraz
po podaniu 1 uM paksyliny (pax). Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen
150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV. ,,-” oznacza stan zamknigty. (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (Po) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10 pM
chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny, roztworu kontrolnego oraz 1 pM paksyliny. Metoda
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotnosé¢
statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p>0,05 (ns)).
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4.6.1.3. Wplyw pochodnych naringeniny na przezywalnosci komorek
HEK?293-BK_DEC

Zbadano rowniez wplyw wszystkich dostepnych pochodnych naringeniny
(8-prenylo-naringeniny, 7-O-prenylo-naringeniny, 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny, 5-O-
prenylo-naringeniny, 7-O-metylo-naringeniny, 4°,7-di-O-metylo-naringeniny, chalkonu
4’.5,7,-tri-O-metylo-naringeniny) na przezywalno$¢ komorek HEK?293-BK _DEC
wyrazajgcych zdefiniowang izoforme mitochondrialnego kanatu BKca. W tym celu
wykorzystano opisany wczesniej w rozdziale 3.8 Ocena przezywalnosci komorek, zestaw
do pomiaru zmian zachodzacych w komorkach §wiadczacych o apoptozie oraz nekrozie
komorek. Staurosporyna (STS) postuzyta jako zwigzek powodujacy apoptoze komorek
HEK?293-BK DEC, bedac kontrolg pozytywna w doswiadczeniach. Zaobserwowano,
ze W nowym modelu komoérkowym czyli w transfekowanych komodrkach HEK293,
staurosporyna rowniez prowadzi do apoptotycznej i nekrotycznej $mierci komorek.
Komorki inkubowano z naringening i jej pochodnymi w stezeniu 10 pM oraz
dokonywano pomiaru luminescencji w odstepach czasowych, po 3, 6, 9, i 12 godzinach.
Analiza przeprowadzonych do$wiadczen wykazata, ze tylko jedna badana pochodna —
10 uM 8-prenylo-naringenina powoduje apoptoze komoérek w sposob podobny do
staurosporyny, poprzez zwigkszenie sygnalu luminescencji. Na Rycinie 49
przedstawiono zmiany apoptozy w czasie jako % RLU (wzgledna jednostka

luminescencji, ang. relative luminescence units).
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Rycina 49. Wykres przedstawiajacy apoptoze komorek HEK-293-BK_DEC po dodaniu
pochodnych naringeniny. Apoptoza wyrazona jako zmiana luminescencji w czasie (0, 3, 6, 9, 12
h). Zaprezentowano kontrole (komorki HEK293-BK DEC nietraktowane), 10 uM naringening
10 uM 4°,7-di-O-prenylo-naringening, 10 uM 8-prenylo-naringening, 10 uM 7-O-prenylo-
naringening, 10 puM 4°,7-di-O-metylo-naringening, 10 uM chalkonu 4’,5,7,-tri-O-metylo-
naringening, 10 uM 7-O-metylo-naringening, 10 uM 5-O-prenylo-naringening oraz 0,5 uM
staurosporyn¢ (STS; induktor apoptozy). Analize statystyczng wzgledem kontroli wykonano
z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a, n=3, (p<0,001
(**), p>0,05 (ns)).

Okreslono rowniez wplyw badanych zwigzkéw bedacymi pochodnymi naringeniny na
nekroze komoérek HEK-BK DEC. Do do$wiadczen uzyto tego samego zestawu, lecz
mierzac fluorescencje. Pomiary wykonywano w tych samych odstepach czasowych 0, 1,
3, 6, 9 i 12 godzin. Otrzymane wyniki odpowiadja opisanym wyzej, a wiec 10 uM
8-prenylo-naringenina, powoduje $mier¢ komorek réwniez na drodze nekrozy. Zmiany
fluorescencji dla tego zwiazku przewyzszaj te odpowiadajace komorkom inkubowanym
z staurosporyng. Pozostate pochodne naringeniny nie wplywaja toksycznie na komorki
HEK293-BK_DEC. Natomiast 0,5 uM staurosporyna, po uptywie 9 godzin od dodania
zwigzku zaczyna indukowac réwniez zmiany prowadzace do nekrozy. Nekrozg wyrazono
jako % RFT (wzgledna jednostka fluorescencji, ang. relative fluorescence units) w czasie,

wyniki przedstawiono na Rycinie 50.
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Rycina 50. Analiza wptywu pochodnych naringeniny na nekroze komorek HEK293-BK
_DEC. Woykres przedstawia zmiany nekrotyczne komorek po inkubacji z pochodnymi
naringeniny, wyrazong zmiang fluorescencji w czasie (0, 3, 6, 9, 12 h). Zaprezentowano kontrole
(komorki HEK293-BK_DEC nietraktowane), 10 uM naringening 10 pM 4°,7-di-O-prenylo-
naringening, 10 uM 7-O-prenylo-naringening, 10 uM 8-prenylo-naringening, 10 uM 4°,7-di-O-
metylo-naringenine, 10 pM chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringening, 10 uM 7-O-metylo-
naringening, 10 uM 5-O-prenylo-naringening oraz 0,5 puM staurosporyn¢ (STS; induktor
apoptozy). Analize statystyczng wzgledem kontroli wykonano z wykorzystaniem
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a, n=3, (p<0,001 (***), p<0,05 (*),
p>0,05 (ns)).

4.6.1.4. Ocena aktywnosci kanalu izoformy VEDEC kanalu mitoBKca
z linii komoérkowej HEK293-BK_DEC po podaniu pochodnych
naringeniny

Wykorzystujac technike patch-clamp zbadano wplyw pochodnych naringeiny
(8-prenylo-naringeniny, 7-O-prenylo-naringeniny, 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny, 5-O-
prenylo-naringeniny, 7-O-metylo-naringeniny, 4°,7-di-O-metylo-naringeniny, chalkonu
4’.5,7,-tri-O-metylo-naringeniny) na aktywno$¢ egzogennej izoformy kanatu
mitoBK_DEC w komoérkach HEK293-BK DEC. W pierwszej kolejnosci przedstawiono

wyniki do$wiadczen z wykorzystaniem 8-prenylo-naringeniny, indukujacej $mier¢
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komoérek HEK293-BK_DEC. Zaobserwowano, ze ta pochodna naringeniny zmniejsza
aktywno$¢ izoformy VEDEC kanatu mitoBKca, obnizajac NP(o) kanalow. Rycina 51
prezentuje (A) przyktadowe zapisy elektrofizjologiczne kilku aktywnos$¢ kanatu
mitoBK DEC w jednym skrawku blony mitochondrialnej oraz (B) analiz¢ zmian

prawdopodobienstw otwar¢ kanatu po podaniu 1, 3 i 10 uM 8-prenylo-naringeniny.

A B.
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Rycina 51. Efekt 8-prenylo-naringeniny na zmian¢ aktywnosci kanalu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych m.in. 100 uM Ca?*), podczas obecnosci 1, 31 10 uM
8-prenylo-naringeniny, po odptukaniu roztworem kontrolnym oraz podaniu 1 pM paksyliny .
Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza
prawdopodobienstw otwar¢ kanatu (NP,, N=6) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3i 10
uM 8-prenylo-naringeniny, odptukaniu oraz dodaniu 1 uM paksyliny. Metoda analizy
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jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotnos¢ statystyczng
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).

Kolejng badang pochodna byta 7-O-prenylo-naringenina. Wykazano, ze po dodaniu
10 uM 7-O-prenylo-naringeniny prawdopodobienstwo otwar¢ kanalu mitoBK DEC
znaczgco rosnie. Zmiana spowodowana tym zwigzkiem jest istotna statystycznie
I koreluje z efektem obserwowanym podczas badan z wykorzystaniem endogennego
kanatu w komérkach HBE. Po podaniu 10 uM 7-O-prenylo-naringeniny, zaobserwowano
otwieranie si¢ wigkszej liczby kanatlow (N=4) w porownaniu do warunkoéw kontrolnych
(N=5) oraz zwigkszenie ich aktywnosci. Ponadto dodanie 1 uM paksyliny powodowat
zamknigcie wszystkich kanalow mitoBK DEC w badanym skrawku btony
mitochondrialnej. Rycina 52  prezentuje  wyniki z  wykorzystaniem

7-O-prenylo-naringeniny.
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Rycina 52. Regulacja aktywnos$ci kanatu mitoBK _DEC w komérkach HEK293-BK_DEC przez
7-O-prenylo-naringening. (A) przyktadowe rejestracje elektrofizjologiczne w warunkach:
kontrolnych (zawierajacych 100 uM Ca?"), podczas obecnosci 1, 3 i 10 uM 7-O-prenylo-
naringeniny, po odplukaniu roztworem kontrolnym oraz po dodaniu 1 uM paksyliny. Pomiar
wykonywano w uktadzie symetrycznych stgzen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy potencjale -40
mV; ,-” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza stany otwarte (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=5) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 31 10
uM  7-O-prenylo-naringeniny, odptukaniu i podaniu 1 puM paksyliny. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczng
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p>0,05 (ns)).

Nastgpnym zbadanym zwigzkiem byla podwdjnie prenylowana naringenina.
Zaobserwowano zmiany aktywnos$ci kanatu mitoBK DEC po dodaniu badanego
zwigzku.  4°,7-di-O-prenylo-naringenina w stezeniu 10 pM zmniejszyta istotnie
statystycznie prawdopodobienstwo otwaré mitochondrialnego kanalu. Wykazano
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réwniez, iz zwigzek jest nieodptukiwany z miejsca wigzania w kanale, natomiast 1 uM
paksylina powoduje zamknigcie aktywnosci kanatlu mitoBK DEC. Rycina 53
przedstawia analize danych wptywu 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny na aktywno$¢ kilku
kanatéw mitoBK DEC w jednym skrawku blony mitochondrialne;j.
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Rycina 53. Wptyw 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny na aktywno$¢ kanalu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC. (A) przyktadowe rejestracje  elektrofizjologiczne
w warunkach: kontrolnych (100 uM Ca?"), podczas obecnos$ci 1, 3 i 10 pM 4°,7-di-O-prenylo-
naringeniny, po odptukaniu roztworem kontrolnym oraz dodaniu 1 uM paksyliny. Do§wiadczenia
wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40
mV; ,-” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza stany otwarte (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=5) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10
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uM 4°,7-di-O-prenylo-naringeniny, po odptukaniu oraz dodaniu 1 pM paksyliny. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotnos¢ statystyczng
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p<0,01 (**), p>0,05 (ns)).

Kolejne doswiadczenia z wykorzystaniem techniki patch-clamp dotyczyty
5-O-prenylo-naringeniny. Rycina 54 przedstawia brak znaczacych zmian aktywno$¢
kanatu mitoBK DEC po dodaniu pochodnej naringeniny. Réwniez dodaniu roztworu
kontrolnego nie powodowalo znaczacych zmian. Natomiast kanat mitochondrialny

z komorek HEK293-BK DEC zostat zahamowany po podaniu 1 uM paksyliny.
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Rycina 54. Regulacja aktywnos$ci kanatu mitoBK _DEC w komérkach HEK293-BK_DEC przez
5-O-prenylo-naringening. (A) przykladowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajagcych 100 pM Ca?"), podczas obecnosci 1, 3 i 10 uM
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5-O-prenylo-naringeniny, po odptukaniu roztworem kontrolnym oraz dodaniu 1 uM paksyliny.
Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza
prawdopodobienstw otwar¢ kanatu (NPo; N=8) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3i 10
uM 5-O-prenylo-naringeniny, odptukaniu oraz podaniu 1 pM paksyliny. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczna
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).

Zbadano réwniez wplyw pojedynczo metylowanej naringeniny na aktywnos$¢
egzogennego kanatu mitoBKca. Wykazano, ze zwigzek zmniejsza prawdopodobienstwo
otwar¢ kanatu w sposob zalezny od stgzenia. 7-O-metylo-naringenina wraz ze wzrostem
stezenia powodowala zamykanie kanaldéw mitoBK DEC wystepujacych w jednym
badanym skrawku btony. W warunkach kontrolnych zaobserwowano 8 (N=8) aktywnych
kanatow, natomiast po dodaniu 10 uM 7-O-metylo-naringeniny aktywno$¢ zmniejszyta
si¢ do 2 kanatow. Wykazano, ze po dodaniu roztworu kontrolnego, kanaty powtornie sg
aktywne (N=5), lecz nie w takiej ilo$¢ jak na poczatku doswiadczenia. Na Rycinie 55
przedstawiono zmiany aktywnos$ci kanatu mitoBK DEC w komodrkach HEK293-
BK_DEC po zastosowaniu 7-O-metylo-naringeniny, (A) przedstawia przykladowe
zapisy elektrofizjologiczne, natomiast (B) to analiza zmian prawdopodobienstwa otwar¢

kanatow.
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Rycina 55. Wplyw 7-O-metylo-naringeniny na zmian¢ aktywno$ci kanatu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajgcych 100 pM Ca?"), podczas obecnosci 1, 3 i 10 uM
7-O-metylo-naringeniny, po odptukaniu roztworem kontrolnym oraz dodaniu 1 uM paksyliny
(pax). Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCIl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=8) w warunkach kontrolnych, po dodaniu 1, 3 i 10
uM 7-O-metylo-naringeniny, odptukaniu oraz 1 uM pax. Metoda analizy jednoczynnikowej
wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli, n=2,
(p<0,001 (***), p<0,01 (**), p<0,05 (*)).

Kolejnym badanym zwigzkiem byta podwojnie metylowana naringenina. Wykazano,
ze 4°,7-di-O-metylo-naringenina wptywa na zmniejszenie aktywno$¢ kanatu, w sposob

zalezny od wzrastajacego stezenia. Zwigzek w st¢zeniu 1 i 3 pM nieznacznie zmniejszyt
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prawdopodobienstwo otwar¢ kanatéw (N=5). Natomiast 10 uM 4’,7-di-O-metylo-
naringenina istotnie statystycznie zmniejszyta ilos¢ kanatow mitoBK DEC do 2
W jednym badanym skrawku btony mitochondrialnej. Na Rycinie 56 przedstawiono
wyniki doswiadczen z wykorzystaniem 4°,7-di-O-metylo-naringeniny, (A) przedstawia
przyktadowe zapisy elektrofizjologiczne kilku aktywnych kanalow w jednym skrawku

btony, natomiast panel (B) to analiza zmian prawdopodobienstwa otwar¢ kanatow (NPo).
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Rycina 56. Efekt 4°,7-di-O-metylo-naringeniny na zmiang aktywnosci kanalu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 pM Ca?"), podczas obecnosci 1, 31 10 uM 4°,7-
di-O-metylo-naringeniny, po odptukaniu roztworem kontrolnym oraz dodaniu 1 pM paksyliny.
Pomiar wykonywano w ukladzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCIl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza
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prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=5) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10
uM 4’ 7-di-O-metylo-naringeniny, odptukaniu oraz 1 pM paksyliny. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczna
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p<0,01 (**), p>0,05 (ns)).

Ostatnim badanym zwigzkiem nalezagcym do flawonoidéw byt chalkon 4°,5,7,-tri-O-
metylo-naringeniny, ktoéry znaczaco zmienial aktywnos$¢ kanatu mitoBKca obecnego
W pierwszym badanym modelu, komorkach nabtonka oskrzeli. Zaobserwowano,
ze chalkon rowniez reguluje aktywno$¢ kanalu mitoBK DEC. Chalkon 4°,5,7,-tri-O-
metylo-naringeniny w stezeniu 1 i 3 uM zmniejszyl prawdopodobienstwo otwarc
kanatéw oraz powodowat zamknigcie czgéci z nich w stosunku do kontroli. Natomiast
najwyzsze badane stezenie 10 pM spowodowato zamknigcie kanatow, pozostawiajac 2
aktywne kanaly. Zwigzek byt nieodpukiwany co moze §wiadczyé o jego trwalym
zwigzaniu w kanale. Na Rycinie 57 przedstawiono analize¢ doswiadczen patch-clamp
dotyczaca wptywu chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny na regulacje¢ aktywnoSci
kanatu mitoBK DEC.
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Rycina 57. Zmiany aktywnos$ci kanatu mitoBK DEC po dodaniu chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-
naringeniny w komorkach HEK293-BK_DEC (A) przyktadowe rejestracje elektrofizjologiczne
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 pM Ca?*), podczas obecnosci 1, 3 i 10 uM
chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny, odplukaniu roztworem kontrolnym oraz po podaniu
1 uM paksyliny (pax). Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl,
pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-”” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B)
Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=8) w warunkach kontrolnych i po dodaniu
I, 3 i 10 uM chalkonu 4’,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny, roztworu kontrolnego oraz
1 uM paksyliny. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a
wyznaczono istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<<0,001 (**%*)).

Podsumowujac, doswiadczenia dotyczace pochodnych naringeniny, wykazano, Ze
tylko jedna 8-prenylo-naringenina powodowata zmniejszenie przezywalnosci zarowno

komoérek HBE jak i HEK293-BK DEC. Pozostale badane zwigzki: 7-O-prenylo-
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naringeniny, 4’,7-di-O-prenylo-naringeniny, 5-O-prenylo-naringeniny, 7-O-metylo-
naringeniny, 4’,7-di-O-metylo-naringeniny, chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny
nie wplywaly na indukcj¢ apoptozy i nekrozy komorek HBE i HEK293-BK_DEC.
Ponadto, wykazano, ze jedna z badanych pochodnych 7-O-prenylo-naringenina
powoduje aktywacje¢ kanatu mitoBKca wystgpujacego endogennie oraz egzogennie.
W badaniach elektrofizjologicznych z wykorzystaniem techniki patch-clamp, wykazano
robwniez, ze 8-prenylo-naringenina, 4’,7-di-O-prenylo-naringeniny, 5-O-prenylo-
naringeniny, 7-O-metylo-naringeniny oraz 4’,7-di-O-metylo-naringeniny nie powoduja
zwigkszania prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu mitoBKca I mitoBK_DEC. Natomiast
chalkon 4’,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny w obu modelach badawczych wykazuje

hamujacy efekt na aktywno$¢ kanatu mitoBKca i mitoBK_DEC.

4.6.2. Regulacja kanalu mitoBKca w komorkach linii HBE przez naturalnie
wystepujace antocyjany

Kolejng badang grupa zwigzkow byly antocyjany, naturalnie wystgpujace w roslinach,
nalezace do flawonoidow. Okreslono wplyw trzech wyselekcjonowanych zwigzkow
nalezace do antocyjanow: 3-glukozyd malwidyny, 3-glukozyd peonidyny oraz
3-glukozyd petunidyny na aktywno$¢ kanatu mitoBKca z komoérek ludzkiego nabtonka

oskrzelowego.

4.6.2.1. Przezywalno$¢ komorek linii HBE

W pierwszym etapie zbadano wptyw antocyjanéw na przezywalnos¢ komorek HBE.
W tym celu wykorzystano opisywany juz wczesniej zestaw do pomiaru apoptozy
i nekrozy opisany w rozdziale 3.8 Ocena przezywalnosci komaorek. OkreSlono wplyw
badanych niskoczasteczkowych zwigzkéw pochodzenia roslinnego na indukowanie
procesu apoptozy i nekrozy, prowadzacej do $mierci komoérki. Pomiary wykonano
w odstepach czasowych, co 3 godziny (0, 3, 6, 9, 12 h) dla obu typow eksperymentow.
Nie zaobserwowano aby komorki HBE traktowane 10 uM 3-glukozydem malwidyny,
10 uM 3-glukozydem peonidyny oraz 10 uM 3-glukozydem petunidyny wykazywaty

cechy charakterystyczne dla procesdw apoptotycznych i nekrotycznych w poréwnaniu do
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0,5 uM staurosporyny (STS), czynnika proapoptotycznego (Rycina 58). Apoptozg, czyli
programowang $mier¢ komorki okreslano poprzez pomiar luminescencji oraz
przedstawiono jako % RLU (wzgledna jednostka luminescencji, ang. relative

luminescence units).
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Rycina 58. Wykres przedstawiajacy apoptoze komorek ludzkiego nabtonka oskrzelowego po
inkubacji z antocyjanami, wyrazong jak zmian¢ luminescencji w czasie (0, 3, 6, 9, 12 h).
Zaprezentowano kontrole (komérki HBE nietraktowane), 10 pM 3-glukozyd malwidyny, 10 uM
3-glukozyd peonidyny, 10 uM 3-glukozyd petunidyny oraz 0,5 uM staurosporyng (STS; induktor
apoptozy). Analizg¢ statystyczna wzglegdem kontroli wykonano z wykorzystaniem
dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a, n=3, (p<<0,001 (**%*), p>0,05 (ns)).

Otrzymane wyniki sugeruja, ze badane antocyjany: 10 uM 3-glukozyd malwidyny,
10 uM 3-glukozyd peonidyny oraz 10 uM 3-glukozyd petunidyny nie prowadzg do
apoptozy komorek nablonka oskrzeli, w poréwnaniu do zastosowanego czynniki

proapoptotycznego.

Uzywajac tego samego zestawu, roéwnolegle wykonano pomiary fluorescencji

odpowiadajgce zmianom nekrotycznym. Pomiary wykonywano w takich samych

133



odstepach czasowych jak w przypadku eksperymentu dotyczacego apoptozy komorki.
Jednostka pomiarowa w przypadku zmian nekrotycznych byta % RFT (wzgledna

jednostka fluorescencji, ang. relative fluorscence units).
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Rycina 59. Analiza wptywu antocyjanéw (3-glukozyd malwidyny, 3-glukozyd peonidyny,
3-glukozyd petunidyny) na nekroze komoérek HBE. Przedstawiono kontrole (komoérki HBE
nietraktowane), 10 uM 3-glukozyd malwidyny, 10 uM 3-glukozyd peonidyny, 10 uM 3-glukozyd
petunidyny oraz 0,5 uM staurosporyne (STS; induktor apoptozy). Analiz¢ statystyczng wzgledem
kontroli wykonano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
Tukey’a, n=3, (p<0,001 (***), p>0,05 (ns)).

Po przeanalizowaniu wynikow nie odnotowano istotnych statystycznie zmian
prowadzacych do nekrozy po inkubacji komorek HBE z 10 uM 3-glukozydem
malwidyny, 10 uM 3-glukozydem peonidyny oraz 10 uM 3-glukozydem petunidyny.
Poziom nekrozy w komorkach traktowanych antocyjanami jest taki sam jak dla komorek
nietraktowanych. Natomiast wykazano, ze czynnik proapoptotyczny (0,5 uM STS), po
uptywie 6 godzin od dodania zwigzku zaczyna indukowa¢ rowniez zmiany prowadzace

do nekrozy (Rycina 59).
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4.6.2.2. Wplyw naturalnie wystepujacych antocyjanow na aktywnosé
kanalu mitoBKca w komérkach linii HBE

Wykorzystujgc technike patch-clamp zbadano wplyw antocyjanéw na aktywno$¢
endogennie  wystepujacego  mitochondrialnego  kanalu  BKca.  Eksperymenty
przeprowadzano w obecnosci 1, 3 1 10 uM antocyjanow. W pierwszej kolejnosci
przedstawiono wyniki dotyczace 3-glukozydu-malwidyny. Podczas pomiaréw
elektrofizjologicznych  w  warunkach symetrycznych stezen 150/150mM KCl
zaobserwowano nieistotnie statystycznie, zmniejszenie prawdopodobienstwa otwaré
kanatu, dla kazdego zastosowanego stezenia. Na Rycinie 60 zaprezentowano (A)
przyktadowe zapisy zmian aktywnos$ci kanalu w warunkach kontrolnych i po podaniu

3-glukozydu malwidyny oraz (B) analiz¢ prawdopodobienstwa (Po) kanatu mitoBKca.
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Rycina 60. Wptyw 3-glukozydu malwidyny na aktywnos¢ kanatu mitoBKca w komorkach HBE.
(A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych wykonanych w warunkach:
kontrolnych (roztwér zawierajacy 100 uM Ca?*), po podaniu 1, 3 i 10 pM 3-glukozydu
malwidyny oraz inhibitora kanalu — 1 uM paksyliny (pax). Pomiar wykonywano w uktadzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan
zamkniety. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwaré¢ kanatu (P,) w warunkach kontrolnych i po
dodaniu 1, 3 i 10 uM 3-glukozydu malwidyny oraz 1 uM paksyliny. Metoda analizy
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jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotnos¢ statystyczng
wzgledem kontroli (p<0,001 (**%*), p>0,05 (ns)).

Zastosowanie najwyzszego stezenie 10 uM 3-glukozydu malwidyny powodowato
zmniejszenie prawdopodobienstwa otwar¢ aktywnosci kanalu mitoBKca 0o okoto 30%.

Natomiast 1 uM paksylina indukowata zamknigcie kanatu.

W kolejnym kroku zbadano wplyw tych samych stezen 3-glukozydy peonidyny na
zmiany aktywnosci kanalu mitoBKca w komoérkach HBE. Zaobserwowano podobny
wplyw tego antocyjanu do poprzednio opisanego 3-glukozydu-malwidyny. Po podaniu
trzech roznych stezen 1, 3,1 10 uM 3-glukozydu peonidyny, prawdopodobienstwo otwar¢
kanatlu obnizyto si¢ z okoto 48% do okoto 35% przy napigciu -40 mV (Rycina 61).
Nastgpnie podanie inhibitora kanatu mitoBKca, 1 pM paksyliny zmniejszyto Po do 0%,

powodujac zamknigcie kanatu.
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Rycina 61. Wptyw 3-glukozydu peonidyny na aktywno$¢ kanatlu mitoBK ca w komérkach HBE.
(A) przyktadowe rejestracje w warunkach: kontrolnych (roztwér zawierajacy 100 pM Ca?"),
podczas obecnosci 1, 3 1 10 uM 3-glukozydu peonidyny oraz po dodaniu 1 pM paksyliny (pax).
Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCIl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-”” oznacza stan zamknigty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
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(Po) przy napigciu -40 mV w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10 uM 3-glukozydu
peonidyny oraz 1 pM paksyliny. Istotnos¢ statystyczng okreslono wzgledem kontroli za pomocg
metody analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p<0,001 (***), p>0,05

(ns)).

Ostatnim badanym zwigzkiem nalezagcym do antocyjanow byt 3-glukozyd petunidyny.
Na Rycinie 62 (A) przedstawiono rejestracje aktywnos$ci kanatu mitoBKca w warunkach
kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10 uM 3-glukozydu petunidyny oraz 1 uM paksyliny przy
napiegciu -40 mV. Natomiast w cz¢sci (B) zaprezentowano analize prawdopodobienstwa
otwar¢ kanatu po podaniu niskoczasteczkowych zwigzkoéw pochodzenia naturalnego.
Zaobserwowano istotne statystyczne zmiany aktywno$ci kanatu w komorkach ludzkiego
nabtonka oskrzelowego po podaniu 3-glukozydu petunidyny. Prawdopodobienstwo
otwar¢ kanatu zmniejszyto si¢ z okoto 70% w warunkach kontrolnych do okoto 30% po
podaniu 1 uM 3-glukozydu petunidyny. Zaobserwowano rowniez zmniejszenie Po kanatu
wprost proporcjonalnie do wzrostu zastosowanego stezenia badanego antocyjan. Podanie

10 uM 3-glukozydu petunidyny zmniejszyto aktywnos¢ kanatu o okoto 40%.
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Rycina 62. Efekt 3-glukozydu petunidyny na aktywno$¢ kanatu mitoBKcaw ludzkich komorkach
nablonka oskrzelowego. (A) przyktadowe rejestracje w warunkach: kontrolnych (roztwér z 100
uM Ca?"), podczas podania 1, 3 i 10 pM 3-glukozydu petunidyny oraz 1 uM paksyliny (pax).
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Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamknicty. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
(Po) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 3 i 10 uM 3-glukozydu petunidyny oraz 1 pM
paksyliny. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono wzgledem kontroli za pomoca metody analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a (p<0,001 (***)).

Podsumowujgc badane antocyjany 3-glukozyd malwidyny, 3-glukozyd peonidyny
oraz 3-glukozyd petunidyny nie wplywaja na przezywalno$¢ komorek Iudzkiego
nabtonka oskrzelowego. Rowniez badane zwigzki nie wykazujg wlasciwosci

aktywujacych kanatu mitoBKca w komoérkach HBE.

4.6.3. Wplyw zwiazkéw 0 strukturze zblizonej do paksyliny na izoforme
VEDEC kanalu mitoBKca

Ostatnig badang grupa zwiazkéw niskoczasteczkowych byly zwiagzki o strukturze
zblizonej do paksyliny. Podczas wyboru zwigzkdéw sugerowano si¢ ich podobienstwem
do naturalne wystepujacej paksyliny pod wzglgdem struktury oraz grup funkcyjnych.
Wyselekcjonowano zwiazki, ktore podzielono na dwie grupy nalezace do terpenoidow
(ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian, 20-hydroksyekdyson, B-amiryna, pristimerina) oraz
alkaloidow (chlorowodorek weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny,
jerwina). Zbadano wptyw 8 zwigzkow o strukturze zblizonej do paksyliny na aktywno$é
kanatu mitoBK_DEC z transfekowanych ludzkich komorek embrionalnych nerki
(HEK293-BK_DEC). Izoforma VEDEC kanalu mitoBKca charakteryzujaca si¢
aktywnoscig kilku kanalow w jednym skrawku btony mitochondrialnej, stata sie
odpowiednim modelem doswiadczalnym do poszukiwania potencjalnych inhibitorow

tego kanatu.

4.6.3.1. Wplyw terpenoidéw nalezacych do zwigzkéw o0 strukturze
zblizonej do paksyliny na przezywalno$¢ komoérek linii HEK293-
BK_DEC

Zbadano wplyw nastepujacych terpenoidéw: ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian,
20-hydroksyekdyson, [-amiryna, pristimeriny, nalezacych do grupy zwiazkow
o strukturze zblizonej do paksyliny na komorki HEK293-BK_DEC. W tym celu uzyto
opisany juz wczesniej zestaw do pomiaru apoptozy i nekrozy, jako induktora apoptozy
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rowniez uzyto 0,5 pM staurosporyny (STS) a pomiary wykonywano w tych samych
punktach czasowych (0, 3, 6, 9, 12 h). Apoptozg, okreslano poprzez pomiar luminescencji
oraz przedstawiono jako % RLU (wzglgdna jednostka luminescencji, ang. relative
luminescence units). Badane zwiazki o strukturze zblizonej do paksyliny 10 uM ent-
beyer-15-en-18-O-bursztynian, 10 uM 20-hydroksyekdyson oraz 10 uM B-amiryna nie
wplywaly na przezywalno$¢ komorek (Rycina 63). Natomiast 10 uM pristimerina juz
W pierwszej godzinie po dodaniu do komorek powodowata uszkodzenia, znaczaco

przewyzszajac efekt staurosporyny.
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Rycina 63. Wykres przedstawiajgcy apoptoze komorek HEK293-BK_DEC po inkubacji
z terpenoidami, wyrazong zmiang luminescencji w czasie (0, 3, 6, 9, 12 h). Zaprezentowano
kontrole (komoérki HEK293-BK_DEC nietraktowane), 10 pM ent-beyer-15-en-18-O-
bursztynian, 10 uM 20-hydroksyekdyson, 10 pM B-amiryng, 10 pM pristimering oraz 0,5 uM
staurosporyng (STS; induktor apoptozy). Analiz¢ statystyczng wzgledem kontroli wykonano
z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem Tukey’a, n=3, (p<0,001
(***), p>0,05 (ns)).

W kolejnym etapie doswiadczenia okreslono wpltyw zwigzkéw na nekroze.

Na Rycinie 64 przedstawiono efekt indukcji nekrozy komérek HEK293-BK_DEC przez
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10 uM pristimering. Toksyczny efekt dziatania pristimerina spowodowat, ze po
6 godzinach inkubacji komodrki wykazywaty zmiany nekrotyczne, zwigzane
z uszkodzeniem DNA. Natomiast pozostate badane terpenoidy 10 uM ent-beyer-15-en-
18-O-bursztynian, 10 uM 20-hydroksyekdyson oraz 10 uM B-amiryna nie powodowaty
indukcji nekrozy komorek transfekowanych genem kodujacym mitochondrialny kanat

B KCa.
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Rycina 64. Zmiany fluorescencji w czasie zwigzane z nekroza komorek HEK293-BK_DEC po
inkubacji z terpenoidami. Przedstawiono kontrole (komorki HEK293-BK_DEC nietraktowane),
10 uM ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian, 10 pM 20-hydroksyekdyson, 10 uM B-amiryne,
10 uM pristimering oraz 0,5 uM staurosporyne (STS; induktor apoptozy). Analize¢ statystyczng
wzgledem kontroli wykonano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA
Z testem Tukey’a, n=3, (p<0,001 (***), p>0,05 (ns)).

4.6.3.2. Analiza wplywu alkaloidow nalezacych do zwiazkow o strukturze
zblizonej do paksyliny na przezywalnos¢ komorek linii HEK293-
BK_DEC

Drugg grupa badanych zwiazkéw nalezacych do zwiazkow o strukturze zblizonej do

paksyliny byly wyselekcjonowane alkaloidy. Okreslono wplyw czterech alkaloidow:
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chlorowodorku weratryny, homatropiny, chlororowodorku semperwiryny oraz jerwiny
na przezywalno$¢ komorek linii HEK293-BK DEC. Wykonywano rownolegly pomiar
luminescencji odpowiadajgcy zmianom apoptotycznym oraz fluorescencji $wiadczace

0 procesie nekrozy.
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Rycina 65. Zmiany apoptotyczne komérek HEK293-BK_DEC po traktowaniu z alkaloidami
o strukturze zblizonej do paksyliny. Przedstawiono kontrole (komoérki HEK293-BK_DEC
nietraktowane), 10 uM chlorowodorek weratryny, 10 uM homatropine, 10 uM chlorowodorek
semperwiryny,10 uM jerwine oraz 0,5 uM staurosporyne (STS; induktor apoptozy). Analizg
statystyczna wzglgdem kontroli wykonano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji
ANOVA z testem Tukey’a, n=3, (p<0,001 (**%*), p<0,01 (**), p>0,05 (ns)).

Wykazano, ze dwa alkaloidy 10 uM chlorowodorek semperwiryny i 10 uM jerwina
prowadza do indukcji apoptozy w bardzo podobnym stopniu jak znany induktor apoptozy
- 0,5 uM staurosporyna. Natomiast pozostate dwa badane zwigzki o strukturze zblizonej
do paksyliny: 10 pM chlorowodorek weratryny, 10 uM homatropina, nie wptywaty na
przezywalno$¢ komorek (Rycina 65).

141



Badania zmian fluorescencji, potwierdzily toksyczny wptyw 10 uM chlorowodorku
semperwiryny i 10 uM jerwiny na komoérki HEK293-BK DEC, efekt przewyzszyt
zmiany wywotane staurosporyng. Zaobserwowano rowniez, ze 10 uM chlorowodorek
weratryny, 10 uM homatropina nie wykazywaty indukcji nekrozy w komoérkach
transfekowanych (Rycina 66).
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Rycina 66. Wykres prezentujgcy zmiany nekrotyczne komorek HEK293-BK_DEC po inkubaciji
z alkaloidami. Przedstawiono kontrole (komorki HEK293-BK DEC nietraktowane), 10 uM
chlorowodorek weratryny, 10 uM homatroping, 10 pM chlorowodorek semperwiryny,10 pM
jerwing oraz 0,5 uM staurosporyne (STS; induktor apoptozy). Analiz¢ statystyczng wzgledem
kontroli wykonano z wykorzystaniem dwuczynnikowej analizy wariancji ANOVA z testem
Tukey’a, n=3, (p<0,01 (**), p>0,05 (ns)).

Podsumowujac wykazano, ze nie wszystkie wyselekcjonowane zwigzki o strukturze
zblizonej do paksyliny sg bezpieczne dla komérek HEK-293 DEC. Z posrod badanych 8
zwigzkow, 3 z nich: pristimerina, chlorowodorek semperwiryny i jerwina wykazywaty
toksyczny wptyw na komorki, indukujac apoptoze i nekroze. Natomiast 3 terpenoidy ent-
beyer-15-en-18-O-bursztynian, 20-hydroksyekdyson, f-amiryna oraz 2 alkaloidy 10 uM
chlorowodorek weratryny oraz 10 uM homatropina nie wptywaly na przezywalno$¢
komoérek HEK293-BK_DEC.
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4.6.3.3. Woplywu terpenoidéw nalezacych do zwiazkéow o strukturze

zblizonej do paksyliny na aktywnos$¢ kanalu mitoBK_DEC

Wykorzystujgc  technike patch-clamp zbadano wplyw wyselekcjonowanych

20-hydroksyekdyson,
pristimerina) na aktywnos$¢ kanatu mitoBK DEC w komoérkach HEK293-BK_DEC.

terpenoidow  (ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian, -amiryna,
Pierwszym badanym zwigzkiem o strukturze zblizonej do paksyliny, nalezagcym do
terpenoidow byl ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian. Podanie tego zwigzku w stezeniach
1,10 i 30 pM spowodowalo taki sam efekt, zmniejszenie aktywnos$ci kanalu
mitoBK DEC. Prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu zmalato o ponad potowe w stosunku
do zamkniecie
mitochondrialnych kanatow z 7 do 4 w komorkach HEK293-BK_DEC. Na Rycinie 67

kontroli. Ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian spowodowat
zaprezentowano (A) przykladowe zapisy zmian aktywnosci kanalu w warunkach
kontrolnych 1 po podaniu ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian oraz (B) analize

prawdopodobienstwa (NPo) kanatu mitoBK DEC.
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Rycina 67. Regulacja aktywno$ci kanatu mitoBK _DEC w komérkach HEK293-BK_DEC przez
ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
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w warunkach: kontrolnych (roztwér z 100 uM Ca?"), podczas obecnosci 1, 10 1 30 uM ent-beyer-
15-en-18-O-bursztynian oraz dodaniu 1 pM paksyliny z 30 uM ent-beyer-15-en-18-O-
bursztynian. Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stgzen 150/150 mM KCI, pH 7,2,
przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=7) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 10
i 30 uM ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian, oraz podaniu 1 uM paksyliny w obecnosci 30 uM
ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA
z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczng wzglgdem kontroli, n=3, (p<<0,001 (***).

Innym badanym terpenoidem byt 20-hydroksyekdyson, ktérego podanie podczas
doswiadczen elektrofizjologicznych spowodowato zmniejszenie ilo$¢ otwartych kanatow
w badanym skrawku wewnetrznej btony mitochondrialnej. W warunkach kontrolnych
(z zawartoéciag m.in. 100 uM Ca?") zaobserwowano 8 (N=8) kanatéw mitoBK DEC
w badanym kawatku btony mitochondrialnej, po dodaniu 30 uM 20-hydroksyekdysonu
ilo§¢ kanatéw zostata zredukowana o potowe (N=4). Zwigzek dziata hamujaco na
aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu z komoérek HEK293-BK DEC. Zmiany ilo$¢
otwartych kanatow po zastosowaniu 20-hydroksyekdysonu przedstawiono na Rycinie 68.
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Rycina 68. Efekt 20-hydroksyekdysonu na zmiane aktywno$ci kanalu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 uM Ca?"), podczas obecnosci 10 i 30 uM 20-
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hydroksyekdysonu oraz podaniu 1 uM paksyliny w obecnosci 30 uM 20-hydroksyekdysonu.
Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=8) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 10
i 30 uM  20-hydroksyekdysonu oraz dodaniu 1 pM paksyliny w obecnosci 30 uM 20-
hydroksyekdysonu. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a
wyznaczono istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p<0,05 (*)).).

B-amiryna to kolejny badany zwiazek o strukturze podobnej do paksyliny, ktory nie
powoduje catkowitego zamknigcia kanatu mitoBK DEC. Natomiast zaobserwowano,
ze powoduje zmniejszenie aktywnosci kanalow znajdujacych si¢ w jednym skrawku
btony. Wykazano, ze B-amiryna zmniejszenie ilo$¢ aktywnych kanalow proporcjonalne
do dodanego stezenia. Po analizie danych wykazano, ze najwigkszy hamujacy efekt
zauwazono dla najwyzszego badanego stezenia - 30 uM B-amiryny. Na Rycinie 69
przedstawiono zmiany aktywnosci kanalu mitoBK DEC w komorkach HEK293-
BK DEC po =zastosowaniu [-amiryny, (A) przedstawia przykladowe zapisy
elektrofizjologiczne, natomiast (B) to analiza zmian prawdopodobienstwa otwar¢
kanatéw (NPy).
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Rycina 69. Wptyw B-amiryny na aktywnos¢ kanatu mitoBK DEC w komoérkach HEK293-
BK_DEC. (A) przyktadowe rejestracje elektrofizjologiczne w warunkach: kontrolnych (roztwor
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z 100 uM Ca?"), podczas obecnosci 10 i 30 uM B-amiryny oraz dodaniu 1 uM paksyliny
w obecnosci 30 uM B-amiryny. Doswiadczenia wykonywano w uktadzie symetrycznych st¢zen
150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-”” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza
stany otwarte. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanalu (NPo,, N=8) w warunkach
kontrolnych i po dodaniu 101 30 uM B-amiryny oraz dodaniu 1 uM paksyliny z 30 uM B-amiryny.
Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢
statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p<0,05 (*)).

Ostatnim badanym zwigzkiem nalezagcym do terpenoidow byta pristimerina.
Wykazano, ze zwigzek ten powoduje zmniejszenie prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
mitoBK_DEC. Po podaniu 30 uM pristimeriny ilo$¢ otwartych kanatow zmniejszyla sie,
powodujac nieduze zmiany w prawdopodobienstwie otwar¢ kanaléw w badanym
skrawku btony (Rycina 70). Catkowite zamknigcie kanatu osiagni¢to po dodaniu 1 uM
paksyliny.
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Rycina 70. Efekt pristimeriny na zmiang¢ aktywnos$ci kanalu mitoBK_DEC w komorkach
HEK?293-BK_DEC. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych w warunkach:
kontrolnych (roztwor z 100 uM Ca?*), podczas obecnosci 10 i 30 uM pristimeriny oraz dodaniu
1 uM paksyliny i 30 uM pristimeriny. Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen
150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamknigty, ,,01-08” oznacza
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stany otwarte. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NPo,, N=8) w warunkach
kontrolnych i po dodaniu 10 i 30 uM pristimeriny oraz dodaniu 1 uM paksyliny w obecnosci
30 uM pristimeriny. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a
wyznaczono istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p<0,01 (**)).

4.6.3.4. Okreslenie wplywu alkaloidéow nalezagcych do zwigzkow
0 strukturze zblizonej do paksyliny na aktywno$¢ kanalu
mitoBK_DEC

Kolejng badang grupa zwigzkow o strukturze zblizonej do paksyliny byly alkaloidy
(chlorowodorek weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny, jerwina).
W pierwszej kolejnos¢ przedstawiono wyniki doswiadczen dla chlorowodorku
weratryny. Zwigzek ten znacznie hamowat aktywnos¢ kanalu mitoBK_DEC, powodujac
zmniejszanie ilo§¢ otwartych kanatléw w badanym skrawku btony, lecz nie powodowat
catkowitego zahamowania kanatu. Dodanie chlorowodorku weratryny wraz z paksyling
nie zahamowato kanatu catkowicie. Sugerujac tym, ze chlorowodorek weratryny
uniemozliwial zadziataniu inhibitora kanatu. Do zamknigcia kanatu mitoBK _DEC uzyto
roztwor z 1 pM Ca?*, ktory skutecznie zablokowat kanat. Na Rycinie 71 przedstawiono
zmiany aktywnosci kanalu mitoBK DEC w komodrkach HEK293-BK_DEC po
zastosowaniu chlorowodorku weratryny, (A) przedstawia przykladowe zapisy
elektrofizjologiczne, natomiast (B) to analiza zmian prawdopodobiefistwa otwaré

kanatow (NPo).
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Rycina 71. Wptyw chlorowodorku weratryny na aktywno$¢ kanatu mitoBK DEC w komorkach
HEK?293-BK_DEC. (A) przyktadowe rejestracje elektrofizjologiczne w warunkach: kontrolnych
(zawierajacy 100 uM Ca?*), podczas obecnosci 10 i 30 pM chlorowodorku weratryny, po dodaniu
1 uM paksyliny z 30 pM chlorowodorku weratryny oraz dodaniu roztworu z 1 Ca?.
Doswiadczenia wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM KCl, pH 7,2, przy
potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NPo,, N=8) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 10
i 30 uM chlorowodorku weratryny, po dodaniu 1 uM paksyliny z 30 uM chlorowodorkiem
weratryny oraz dodaniu roztworu z 1 Ca?*. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA
z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***)).

Nastepny badany zwigzek rowniez powodowat zmniejszenie 1lo$¢ otwartych kanatow
mitoBK_DEC. Homatropina w stezeniu 1 uM nieznacznie zmniejszyta aktywnos$¢
kanatu, natomiast wyzsze stezenia 10 1 30 puM, wykazaly redukcje ilos¢ kanatow
w komorkach HEK293-BK DEC. Najwyzsze badane st¢zenie, nie wykazywato
najbardziej hamujacego efektu, sugerujac, ze najwigkszy efekt osiggnigto juz po dodaniu

10 uM homeotropiny (Rycina 72).
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Rycina 72. Regulacja aktywnos$ci kanatu mitoBK_DEC w komoérkach HEK293-BK_DEC przez
homatroping. (A) przykladowe =zapisy rejestracji elektrofizjologicznych w warunkach:
kontrolnych (roztwor z 100 uM Ca?*), podczas obecnosei 1, 10 i 30 uM homatropiny oraz dodaniu
1 uM paksyliny w obecnosci 30 puM homatropiny. Pomiar wykonywano w uktadzie
symetrycznych stezen 150/150 mM KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan
zamknigty, ,,01-08” oznacza stany otwarte. (B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu
(NPo, N=6) w warunkach kontrolnych i po dodaniu 1, 10 i 30 uM homatropiny oraz dodaniu 1 pM
paksyliny w obecnosci 30 puM homatropiny. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji
ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotnos¢ statystyczng wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001
(***), p>0,05 (ns)).

Zbadano réwniez wpltyw chlorowodorku semperwiryny na aktywnos$¢ kanatu
mitoBK DEC. Wykazano, ze zwigzek rowniez powoduje zmniejszenie
prawdopodobienstw otwar¢ kanalu w zaleznosci od stezenia. Najwiekszy hamujacy efekt
wykazuje 30 uM chlorowodorek semperwiryny, zmniejszajac o ponad polowe
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu mitoBK _DEC w stosunku do kontroli. Kanat zostat
catkowicie zamknigty po dodaniu 1 uM paksyliny w obecnosci 30 uM chlorowodorku
semperwiryny. Rycina 73 przedstawia zmiany aktywno$ci kanatlu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC po zastosowaniu chlorowodorku semperwiryny, (A) to
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przyktadowe  zapisy elektrofizjologiczne, natomiast (B) analiza zmian

prawdopodobienstwa otwar¢ kanatow (NPo).
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Rycina 73. Wptyw chlorowodorku semperwiryny na aktywno$¢ kanatu mitoBK DEC
w komorkach HEK293-BK_DEC. (A) przyktadowe rejestracje elektrofizjologiczne
w warunkach: kontrolnych (zawierajacych 100 uM Ca?*), podczas obecnosci 10 i 30 uM
chlorowodorku semperwiryny oraz dodaniu 1 uM paksyliny w obecnosci 30 uM chlorowodorku
semperwiryny. Doswiadczenia wykonywano w ukladzie symetrycznych stezen 150/150 mM
KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte.
(B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatlu (NPo,, N=7) w warunkach kontrolnych i po
dodaniu 10 1 30 uM chlorowodorku semperwiryny oraz dodaniu 1 pM paksyliny w obecnosci 30
uM chlorowodorku semperwiryny. Metoda analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA
z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczna wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (**%*),
p<0,05 (*), p>0,05 (ns)).

Ostatnim badanym zwigzkiem nalezacym do zwigzkéw o strukturze zblizonej do
paksyliny byta jerwina. Zwigzek ten rowniez, jak pozostale nie spowodowat,
ze prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu wynosito 0. W doswiadczeniach wykonanych
z wykorzystaniem techniki patch-clamp wykazano, Ze jerwina zmniejszyta nieistotnie

statystycznie ilo$¢ otwartych kanatow mitoBK DEC w komoérkach HEK293-BK_DEC.
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Natomiast dodanie 1 uM paksyliny zamkneto kanal, powodujac, ze transport jonow

potasu byl niemozliwy (Rycina 74).
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Rycina 74. Efekt jerwiny na zmiang aktywno$ci kanatu mitoBK DEC w komoérkach HEK293-
BK_DEC. (A) przyktadowe zapisy rejestracji elektrofizjologicznych w warunkach: kontrolnych
(roztwér zawierajacy 100 pM Ca?*), podczas obecnosci 10 i 30 uM jerwiny oraz dodaniu 1 pM
paksyliny z 30 pM jerwiny. Pomiar wykonywano w uktadzie symetrycznych stezen 150/150 mM
KCI, pH 7,2, przy potencjale -40 mV; ,,-” oznacza stan zamkniety, ,,01-08” oznacza stany otwarte.
(B) Analiza prawdopodobienstwa otwar¢ kanatu (NP,, N=8) w warunkach kontrolnych i po
dodaniu 10 i 30 uM jerwiny oraz dodaniu 1 uM paksyliny z 30 uM jerwing. Metoda analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA z testem Tukey’a wyznaczono istotno$¢ statystyczng
wzgledem kontroli, n=3, (p<0,001 (***), p>0,05 (ns)).

4.6.3.5. Wplywu zwiazkéw o strukturze zblizonej do paksyliny na
potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej w komorkach
HEK?293-BK_DEC

Zbadano rowniez wptyw zwigzkow o strukturze podobnej do paksyliny na zmiany
potencjatu  wewngtrznej btony mitochondrialnej. Doswiadczenia przeprowadzano

z wykorzystaniem  barwnika (sondy) JC10, selektywnie gromadzacej si¢
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w mitochondriach ze zdolnoscig do agregacji. Procedura wykonywania eksperymentow
zostata opisana w Rozdziale 3.6. Pomiar potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej.
Mitochondrialny kanat potasowy zlokalizowany w wewnetrznej btonie mitochondrialne;j
transportujgc potas do macierzy mitochondrialnej powoduje zmiang potencjatu
wewnetrznej btony mitochondrialnej. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 75.
Zaobserwowano, ze kanat mitBK DEC aktywowany 3 puM NS11021, powoduje
depolaryzacj¢ btony mitochondrialnej, zmiang potencjatu btony po stronie macierzy na
bardziej dodatnig. Spowodowane jest to naptywem jonow potasu do macierzy, przez
aktywowany kanal. Zwiazki o strukturze zblizonej do paksyliny nie wykazuja
depolaryzacji btony (Rycina 75 (A)). Natomiast podczas inkubacji komorek z mieszaning
3 uM NS11021 oraz 10 uM zwigzkami o strukturze podobnej do paksyliny (ent-beyer-
15-en-18-O-bursztynian, 20-hydroksyekdyson, B-amiryna, pristimerina, chlorowodorek
weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny, jerwina), zaobserwowano
obnizenie efektu wywotanego NS11021. Efekt ten jest prawdopodobnie zwigzany
Z zmniejszaniem prawdopodobienstwa otwar¢ kanalu mitoBK DEC w wewnetrznej
btonie mitochondrialnej (Rycina 75 (B)). Komoérki HEK293-BK_DEC inkubowano
rowniez z 300 nM FCCP (rozprzggacz potencjalu  mitochondrialnego),
wykorzystywanego jako kontrola pozytywna dla maksymalnej depolaryzacji

mitochondriow.
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Rycina 75. Efekt modulatoréw kanalu mitBKca na potencjal wewnetrznej blony
mitochondrialnej. Wykresy przedstawiajg analiz¢ danych otrzymanych z pomiaru potencjatu
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blony mitochondrialnej za pomoca JC10 z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej. (A)
Komorki HEK293-BK DEC inkubowano z 10 uM terpenoidéw (ent-beyer-15-en-18-O-
bursztynian, 20-hydroksyekdyson, f-amiryna, pristimerina), 10 uM alkaloidow (chlorowodorek
weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny, jerwina) oraz z 300 nM FCCP (B)
Komorek transfekowane zawierajace kanat mitoBK DEC inkubowano z 3 uyM NS11021, 10 uM
zwigzkami o strukturze podobnej do paksyliny (ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian,
20-hydroksyekdyson, [B-amiryna, pristimerina, chlorowodorek weratryny, homatropina,
chlorowodorek semperwiryny, jerwina) w obecnosci 3 uM NS11021, z mieszaning NS11021 (3
uM) i paksyliny (1 puM) oraz 300 nM FCCP. Kolor r6zowy oznacza komorki z wysokim
potencjalem mitochondrialnym natomiast fioletowy komorki z depolaryzowanymi
mitochondriami; n=3. Istotno$¢ statystyczna okreslono z wykorzystaniem testu t-Studenta
wzgledem kontroli (p< 0,0001, p < 0,001 (***), p > 0,05 (ns)).

Podsumowujac, przeprowadzone doswiadczenia z zastosowaniem zwigzkéw
0 strukturze zblizonej do paksyliny, wykazano, ze wéréd wybranych zwigzkow trzy:
pristimerina, chlorowodorek semperwiryny i jerwina wplywaja na przezywalnosé¢
komorek HEK293-BK_DEC. Ponadto, wyselekcjonowane zwigzki: ent-beyer-15-en-18-
O-bursztynian, 20-hydroksyekdyson, 3-amiryna, pristimerina, chlorowodorek weratryny,
homatropina, chlorowodorek semperwiryny, jerwina zmniejszajg prawdopodobienstwo
otwar¢ (NPo), kilku kanatléw w skrawku wewngtrznej btony mitochondrialnej komorek
HEK293-BK_DEC.
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5. Dyskusja

Badania przeprowadzane od lat 90-tych potwierdzaja obecno$¢ kanatow potasowych
(mitoK) w wewng¢trznej blonie mitochondrialnej. Dodatkowo opisano zjawisko
cytoprotekcji, w ktorym zaangazowane sg biatka kanalowe [178]. Wiasciwosci
biofizyczne i farmakologiczne kanatéw mitoK sg bardzo podobne do witasciwosci
kanatéw potasowych obecnych w blonie komoérkowej. Natomiast funkcje kanatow
potasowych wewnetrznej blony mitochondrialnej sa $cisle zwigzane z rola
mitochondriéw w komorce i wcigz nie sg do konca poznane. Liczne badania wykazaty,
ze aktywacja kanalow mitoK przez dziatanie specyficznych substancji - aktywatorow
kanatow potasowych, indukuje procesy ochronne w komoérkach, np. w kardiomiocytach
[63]. Doktadny mechanizm cytoprotekcji powigzany z mitochondrialnymi kanatami
potasowymi nie jest do konca poznany. Istnieja jednak hipotezy probujace wyjasni¢
udziat kanatéw mitoK w tym procesie. Jedna z hipotez wskazuje na znaczacy udzial
kanalow w tzw. mitochondrialnym cyklu potasowym [40] oraz regulacji syntezy
reaktywnych form tlenu (RFT) w komorkach [179]. Ponadto, dane literaturowe wskazuja,
ze roéwniez zahamowanie aktywnosci kanaléw mitoK przyczynia si¢ do zmian
w funkcjonowaniu komorek, powodujac ich $mieré¢ [86]. Opisane wyzej odkrycia
zainicjowaly poszukiwania mitochondrialnych kanatow potasowych w dotychczas
niebadanych tkankach. Poznanie mechanizméw cytoprotekcji i $mierci komorki
z udziatem potasowych kanalow mitochondrialnych stalo si¢ celem badah wielu
laboratoriow [84]. Waznym watkiem tych badan jest takze poszukiwanie nowych
(specyficznych dla mitochondriow) aktywatoréw 1 inhibitoréw mitochondrialnych
kanatéw potasowych, ktore moga by¢ zaangazowane we wspomniane powyzej procesy

komorkowe.
Wyniki przedstawione w niniejszej rozprawie podzielono na trzy gtowne obszary:

- identyfikacj¢ 1 charakterystyke mitochondrialnego kanalu potasowego BKca
pochodzacego z linii komdrkowej HBE oraz kanalu mitoBK DEC z komorek
HEK?293-BK_DEC,

- badanie wplywu wybranych flawonoidéw oraz ich pochodnych na aktywnos¢ obu

izoform kanatu mitoBKcs,
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- opisanie regulacji kanalu mitoBK DEC przez zwigzki niskoczasteczkowe

0 strukturze zblizonej do paksyliny (inhibitor kanalu potasowego).

Przedstawiona ponizej dyskusja otrzymanych wynikoOw zostala podzielona na

odpowiednie czgsci w celu jasniejszej polemiki z istniejgcymi danymi literaturowymi.

5.1. Charakterystyka mitochondrialnych kanalow typu BKca

W wewngtrznej btonie mitochondrialnej wielu ré6znych komorek, zlokalizowany jest
kanal potasowy o duzym przewodnictwie, regulowany jonami Ca®" (mitoBKc).
Aktywacja kanatu mitoBKca chroni komorki mézgu podczas udaru [62] oraz komorki
migs$nia sercowego w czasie niedotlenienia [180]. Przeptyw jonow K* przez wewnetrzng
blon¢ mitochondrialng, indukuje niewielki spadek potencjalu wewnetrznej blony
mitochondrialnej, ktory jest powiazany posrednio z transportem elektronéw przez
kompleksy tancucha oddechowego i syntezg ATP. Aktywnos¢ kanatu mitoBKca wydaje
si¢ by¢ rowniez waznym elementem kontroli integralnosci blon mitochondrialnych

wplywajac na syntez¢ RFT przez mitochondria [181, 182].

5.1.1. Endogennie wystepujacy kanal mitoBKca w komérkach nablonka
oskrzelowego

Pomimo trwajacych badan w obszarze mitochondrialnych kanatow potasowych,
niewiele wiadomo bylo na temat transportu potasu przez wewngtrzng blong
mitochondrialng komorek nabtonkowych (HBE). Odkrycie kanatu mitoBKca
W mitochondriach ludzkich komodrek nabtonka oskrzelowego identyfikowato nowa
lokalizacje tkankowg tego biatka. W niniejszej rozprawie doktorskiej po raz pierwszy
w literaturze $§wiatowej opisano elektrofizjologiczne i1 farmakologiczne wiasciwosci
endogennie wystgpujacego kanalu mitoBKca w komoérkach HBE. Badania
elektrofizjologiczne z wykorzystaniem techniki patch-clamp pozwolity zauwazy¢
interesujace wilasciwosci badanego kanalu potasowego. Zaobserwowano dwa rodzaje
aktywnos$ci kanatlow potasowych o podobnym przewodnictwie (286,2 + 5,5 pS i 287,8
+ 2,8 pS) ale roznigcych sie prawdopodobienstwem otwar¢ (Po), (Rycina 15-16). Z tego

powodu w niniejszej rozprawie zdefiniowano dwie populacje kanatu mitoBKca. Pierwsza

156



wystepujaca czgsciej, nazwana zostata aktywnoscia kontrolng, natomiast druga
populacja, pojawiajaca si¢ rzadziej, aktywnoscig o zwigkszonym prawdopodobienstwie
otwar¢ (Rycina 14). Obecnos¢ dwoch populacji (kontrolnej 1 o zwiekszonej aktywnosci)
kanatu mitoBKca oOpisana zostala rowniez w kardiomiocytach [99]. Kanaty
W mitochondriach kardiomiocytow charakteryzowaty si¢ zblizonym przewodnictwem,
ich gléwna roznicg byla odmienna wrazliwo$§¢ na jony wapnia. Zaobserwowane
W niniejszej rozprawie populacje kanatu mitoBKca w komoérkach nabtonka oskrzelowego
charakteryzuja si¢ zmiang aktywno$ci w zaleznosci od zastosowanego napigcia,
wykazujac wyzsze prawdopodobienstwo otwar¢ przy dodatnich potencjatach. Obie
populacje kanalu mitoBKca S wrazliwe na modulatory kanalow potasowych tzn. na
inhibitor paksyling (Rycina 18), na aktywator kanatoéw potasowych NS11021 (Rycina 19)
oraz jony Ca?" (Rycina 23). Wiasciwosci elektrofizjologiczne obu kanatéw o kontrolnej
I zwigkszonej aktywnosci z komodrek HBE sg podobne do kanatdow mitoBKca
W izolowanych mitochondriach ssakoéw z serca [183], mozgu [62], mig$ni szkieletowych
[92], srodbtonka [93] oraz fibroblastow skory [94]. Wrazliwosé kanatu BKca na jony
wapnia wynika z obecno$ci domen wigzacych jony wapnia, zlokalizowanych na C-koncu
podjednostki a biatka kanatowego. W strukturze kanatu BKca znajduja si¢ dwa regiony
wrazliwe na zmiany stezef jonow Ca?*, opisywane jako domeny wigzace waph (RCK1
i RCK2) czyli domeny regulujace przewodnictwo jonow potasu. Domeny te sg wazne dla
aktywacji kanatu BKca w fizjologicznych stezeniach jonow Ca?* [184]. Obserwowane
zmniejszenie prawdopodobienstw otwaré obu typow kanatu mitoBKca w komorkach
HBE, nastepowato w niskich stezeniach jonow wapnia. Zmiana ta jest charakterystyczng
wlasciwo$cia kanalu mitoBKca 1 zostala opisana wczesniej w podobnych kanatach
potasowych pochodzacych z fibroblastow [94] oraz $rodbtonka [93]. Zaobserwowano
rowniez aktywacje obu populacji kanatow przez specyficzny aktywator kanatu BKca
NS11021 [185]. Zwigkszenie prawdopodobienstw otwar¢ kanatu o kontrolnej aktywnosci
byto duzo wigksze w porownaniu do drugiej aktywnosci kanatu mitoBKca (Rycina 15).
W warunkach kontrolnych P, kanalu o zwigkszonej aktywnos$ci jest wysokie (okoto
80%), dlatego aktywacja przez NS11021 byla nieznaczna i spowodowata niewielka
zmian¢ aktywnosci (Po okoto 97%, przy -40 mV, po potraktowaniu 5 pM NS11021).
Dane literaturowe sugeruja, ze aktywacja kanalu BKca przez NS11021 jest mozliwa
poprzez stabilizacj¢ stanu otwartego przez domeng bramkujaca (PGD) [186]. Zatem
mozliwe jest, ze domena PGD odpowiada za trwale wyzszg aktywnos$¢ kanatu mitoBKca

o zwickszonej aktywnosci. Natomiast zastosowanie innego aktywatora kanatu
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potasowego NS1619, nie powodowato zwigkszania P, w obu populacjach. O ile roznice
w wyjsciowej aktywnos$ci badanego biatka kanatowego moga wynikaé, np. z roznego
stopnia utlenienia biatka lub jego fosforylacji to brak efektu aktywatora NS1619 moze
mie¢ inne przyczyny. Efekt ten, moze by¢ powigzany ze sktadem molekularnym
kompleksu bialek tworzacych kanat, ktore roznig si¢ w zalezno$ci od lokalizacji kanatu
w roznych tkankach. Réznice moga wynika¢, np. z innego sktadu podjednostek

regulatorowych B kanatu mitoBKca.

Zwiazki bedace specyficznymi inhibitorami kanaléw potasowych roéwniez sa
kluczowe w identyfikacji badanych kanalow mitochondrialnych. Obserwacje
z wykorzystaniem  okre$lonych inhibitorow kanaléw potasowych pozwalaja
jednoznacznie przypisa¢ mierzong aktywno$¢ do okreslonej klasy kanatow. Na przyktad
hamowanie kanatu potasowego przez kwas 5-hydroksydekanowy moze wskazywaé na
obecno$¢ kanatu regulowanego przez ATP [187]. Do doswiadczen stuzacych
charakterystyce obu populacji (kontrolnej 1 o zwigkszonej aktywnoS$ci) kanatow
mitoBKca wykorzystano paksyling — klasyczny inhibitor kanatow potasowych o duzym
przewodnictwie [188]. Zaobserwowano, ze oba typy kanalow byly hamowane po
zastosowaniu paksyliny (Rycina 18). Innym inhibitorem kanatu potasowego o duzym
przewodnictwie jest peptyd, iberiotoksyna [176]. Wykazano, ze zwiazek ten posiada
wysokie powinowactwo do kanatlu BKca z btony komoérkowej wiazac si¢ z biatkiem
kanatlowym od strony zewnatrzkomoérkowej. Nastepstwem czego jest zahamowanie
aktywnos$ci kanatu BKca W btonie komorkowej [176]. Podczas przeprowadzonych badan
w czasie realizacji rozprawy doktorskiej, zaobserwowano, ze iberiotoksyna podana od
strony  przestrzeni = mi¢dzyblonowej,  spowodowata  rowniez  zamknigcie
mitochondrialnego kanalu BKca (0 tzw. kontrolnej aktywnosci) w komodrkach nablonka
oskrzelowego (Rycina 22). Natomiast zastosowanie iberiotoksyny w przeciwnej
orientacji tzn. od strony macierzy mitochondrialnej, powodowata nieznaczne zmiany Po
kanatu (Rycina 21). Uzyskany wynik sugeruje okreslong topologi¢ kanatu mitoBKca
W wewngetrznej btonie mitochondrialnej, a dokltadnie lokalizacje C-konca biatka
kanatowego w macierzy mitochondrialnej. Ta obserwacja potwierdza rowniez miejsce
regulatorowe dla jonéw wapnia znajdujace si¢ od strony macierzy mitochondrialnej. Taka
topologia wydaje si¢ thumaczy¢ regulacj¢ kanatu mitochondrialnego przez mikromolowe
stezenia jonOw wapnia. Interesujgce, ze zaobserwowano roOwniez nieznaczne

zmniejszenie Po kanatu po dodaniu inhibitora od strony macierzy mitochondrialnej, efekt
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ten opisano juz wczesniej w innych komorkach, astrocytomy [189]. Prawdopodobnie
oznacza to, ze toksyna bedaca peptydem, moze do pewnego stopnia dyfundowaé przez
wewnetrzng btong mitochondrialng. Nie mozna takze wykluczy¢, ze obserwowano
alternatywny (w stosunku do kanatu z blony plazmatycznej) mechanizm interakcji
Z kanatem mitoBKca. Ponadto odnotowano réwniez, ze inne kanaly potasowe typu
ROMK i mitoSKca sg hamowane przez inhibitory peptydowe zastosowane w przeciwne;j
orientacji niz dotychczas przypuszczano [190, 191]. Innym mechanizmem dziatania
inhibitoréw bedacych peptydami jest interakcja reszt aminokwasowych z jonami potasu,
ta hipoteza wymaga jednak dalszych badan [192]. Reasumujac, w rozprawie doktorskiej
opisano wlasciwosci biofizyczne 1 farmakologiczne aktywnosci mitochondrialnego
kanatlu, tym samym potwierdzono identyfikacje kanalu potasowego o duzym
przewodnictwie regulowanym jonami Ca?* w wewnetrznej btonie mitochondrialne;
komoérek HBE.

Dodatkowo analizowano sktad biatkowy podjednostek mitochondrialnego kanatu
BKca, ktory moze ro6znié si¢ w zaleznosci od rodzaju badanych komoérek [193]. Kanat
BKca tworzg cztery podjednostki a formujace por kanatu, ktére sa kodowane przez gen
Slo1[194]. Alternatywne sktadanie produktu genu Slol oraz obecno$¢ podjednostek
pomocniczych B powoduje powstawanie ,,r6znorodnosci” funkcjonalnej kanatu BKca
[195]. Wystepuja cztery podjednostki B (B1-4), ich ekspresja jest specyficzna dla danej
tkanki, modyfikujac wtasciwosci bramkowania kanalu BKca oraz zwigkszajac jego
wrazliwo$¢ na jony Ca?* [196]. W niniejszej pracy zidentyfikowano produkty ekspresji
mMRNA podjednostek o, B3 i P4 kanatu BKca w ludzkich komodrkach nabtonka
oskrzelowego (HBE) (Rycina 24). Wyniki zostaly potwierdzone za pomoca techniki
immunodetekcji biatek, podjednostek kanalu BKca w frakcji mitochondrialnej
I homogenacie komorek HBE (Rycina 25). Wystepowanie podjednostki pomocniczej 1
stwierdzono w kanale mitoBKca w sercu [99], natomiast obecnos¢ podjednostki 3
zaobserwowano w ludzkich fibroblastach skornych [94]. Jak przedstawiono powyzej,
analiza doswiadczen elektrofizjologicznych potwierdzita obecnos¢ dwoch populacji
kanalu mitoBKca (kontrolna i o zwigkszonej aktywnosci) w ludzkich komorkach
nabtonka oskrzelowego. Zatem wystepowanie dwoch populacji kanatu, moze mie¢ $cisty
zwigzek z obecnoscig dwoch roznych podjednostek pomocniczych B3 i1 B4 kanatu BKca.
Wrazliwos$¢ kanatu na iberiotoksyne jest powigzana z wystgpowaniem podjednostki 3

w mitochondriach komérek HBE. Wykazano, ze obecno$¢ podjednostki f4 w kanale
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BKca z blony komoérkowej neurondéw, powoduje, ze iberiotokysna nie wptywa na
zmniejszenie prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu [197]. Na tej podstawie mozna
przypuszczaé, ze kanat o kontrolnej aktywnosci, ktory jest wrazliwy na iberiotoksyneg

zawiera podjednostke B3, natomiast kanal o zwiekszonej aktywnosci - podjednostke 4.

Aktywno$¢ mitochondrialnego kanalu potasowego umozliwia transport jonow potasu
do macierzy mitochondrialnej, wptywajac na funkcje mitochondriéw przez zmiang
polaryzacji blony [93, 94]. W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki
doswiadczen wptywu aktywatora kanalu BKca NS11021 na zmiang potencjatu
wewngtrznej btony mitochondrialnej AYm oraz oddychanie komorkowe. W zakresie
mikromolowych stezen NS11021 wptywal na proces oddychania mitochondriow,
poprzez przyspieszenie zuzycia tlenu (Rycina 27). Natomiast zaobserwowano,
ze W obecnosci inhibitora kanatu mitoBKca, paksyliny, efekt ten zostat zmniejszony.
Otrzymany wynik koreluje z danymi uzyskanymi z wykorzystaniem komorek srodbtonka
oraz dwoch aktywatorow kanatow BKca NS1619 i NS11021 [93]. NS11021
w mikromolowych st¢zeniach nie tylko zwieksza zuzycie tlenu, ale rowniez indukuje
depolaryzacje wewnetrznej btony mitochondrialnej w sposéb zalezny od stezenia.
Wykazano, ze efekt ten byl czgsciowo odwracany przez dziatanie inhibitora kanatu
mitoBKca - paksyling (Rycina 26). Ponadto dane literaturowe wskazuja, ze aktywatory
kanatu mitoBKca, zaréwno syntetyczne (NS1619 i NS11021) jak i pozyskane z roslin (np.
flawonoid - naringenina), zwigkszaja oddychanie komodrkowe oraz powoduja
depolaryzacje AYm mitochondriow w roznych tkankach, np. migsniach szkieletowych
[92], mozgu [110], $rodbtonku [93] oraz fibroblastach skory [94]. Obserwacje te
oznaczaja, ze aktywacja kanalu potasowego prowadzi do naptywu jonow potasu do
macierzy mitochondrialnej, przyspieszajac oddychanie i powodujac depolaryzacje
mitochondridéw. Wyniki przedstawione w rozprawie doktorskiej potwierdzajg hipoteze,
ze aktywacja mitochondrialnego kanatu BKca powoduje zwigkszony transport jonow
K™ i indukuje depolaryzacje mitochondriéw A¥m [48]. Dodatkowo, aktywacja kanatu
mitoBKca posrednio reguluje synteze reaktywnych form tlenu w mitochondriach [62],
istnieje prawdopodobienstwo, ze wlasciwosci te sg istotne dla ochrony komorek podczas

uszkodzenia indukowanego RFT.
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5.1.2. Egzogenna izoforma VEDEC kanalu mitoBK DEC w otrzymanej linii
komoérkowej HEK293-BK_DEC

Trwajace od wielu lat badania kanaléw mitochondrialnych wcigz nie przyniosty
odpowiedzi na szczegdtowe pytania dotyczace struktury oraz funkcji mitochondrialnego
kanalu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego jonami Ca®" (MitoBKca).
W literaturze opisano wyst¢powanie specyficznej izoformy VEDEC kanatu BKca
zlokalizowanej w mitochondriach kardiomiocytow [102]. Natomiast nie wykazano
eksperymentalnie aby biatko we wspomnianych komorkach, tworzyto aktywny kanat
w wewngtrznej blonie mitochondrialnej. Dopiero badania (z wykorzystaniem techniki
patch-clamp) przeprowadzone w Laboratorium Wewnatrzkomorkowych Kanatow
Jonowych wykazaty, ze przejsciowa transfekcja komorek HEK293T, plazmidem
zawierajacym gen kodujacy izoform¢ VEDEC kanatu BKca, tworzy aktywny kanat [172].
W niniejszej rozprawie doktorskiej przedstawiono wyniki dotyczace charakterystyki
elektrofizjologicznej i farmakologicznej kanatu mitoBK _DEC z nowo otrzymanej linii

komoérkowej HEK293-BK DEC, z tzw. stabilng ekspresja badanego biatka kanatowego.

Wykorzystujac technikg patch-clamp zmierzono aktywnos¢ kanalu potasowego,
zaleznego od napigcia, ktorego przewodnictwo wynosito 288,9 + 4,2 pS (Rycina 28).
Obliczone przewodnictwo izoformy VEDEC kanalu po transfekcji jest podobne do
opisywanych wczesniej przewodnosci obu populacji kanatéw mitoBKca w komorkach
HBE. W przejsciowo transfekowanych komérkach HEK293T plazmidem zawierajacym
VEDEC izoform¢ kanalu BKca, przewodnictwo kanatu mitochondrialnego wynosito
290 + 3 pS [172]. Zblizong wartos¢ przewodnictwa odnotowano rowniez dla kanatu BKca
W btonie plazmatycznej (~250 pS) transfekowanych komorek HEK293 [198].
Zaobserwowano roéwniez, ze prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu mitoBK DEC jest
zalezne od przytozonego napigcia (Rycina 29) w sposob charakterystyczny dla kanatu
BKca. Wykazano, ze wraz ze wzrostem przylozonego napigcia, prawdopodobienstwo
otwar¢ kilku kanatéw w badanym skrawku btony mitochondrialnej (NPo) roénie.
Mitochondrialny kanat BK. DEC w komorkach HEK293-BK DEC charakteryzuje si¢
aktywnoscig kilku kanatow, w skrawku btony analizowanym technika patch-clamp.
Wykazano, ze mierzone kanaty miaty takg samg amplitude. Prawdopodobnie §wiadczy
to o bardzo wydanej ekspres;ji biatka kanatlowego w mitochondriach, po przeprowadzonej

transfekcji. Podobne zjawisko opisano dla kanatu VDAC z zewngtrznej btony
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mitochondrialnej, wykorzystujac technike patch-clamp mitochondriéw drozdzy
Sacharomyces cerevisiae [199].

Wiasciwosci  farmakologiczne  kanatu  mitoBK DEC  réwniez  $wiadcza
0 przynaleznosci tego kanatu do okreslonej klasy kanatow potasowych. Zaobserwowano,
ze aktywnos¢ kilku kanatow w badanym skrawku btony jest zalezna od obecnosci jonow
wapnia, prawdopodobienstwo otwar¢ (NPo), zmniejsza si¢ wraz z obnizeniem stezenia
jonow Ca?* (Rycina 30). Obserwacja ta wskazuje na obecno$¢ kluczowej dla kanatu
BKca, domeny wigzacej wapn (RCK). Powyzej podczas omawiania wynikow uzyskanych
dla endogennie wystepujacego kanatu mitoBKca w komodrkach HBE, opisano zalezno$¢
domen RCK od jonéw Ca?*. Wykazano rowniez wrazliwoéé kanatu mitoBK_DEC na
modulatory kanatéw potasowych, paksyling (inhibitor) oraz NS11021 (aktywator).
Zaréwno aktywnos$¢ pojedynczego kanalu jak i1 kilku kanatéw mitoBK DEC byty
hamowane przez 1 uM paksyling (Rycina 31). Natomiast zastosowanie aktywatora,
NS11021 w zakresie stgzen mikromolowych, indukowato wzrost plynacego pradu
jonowego (Rycina 32). Z wcze$niejszych doniesien widomo, ze w transfekowanych
komoérkach HEK293, aktywator NS11021 stymulowat kanat BKca obecny w blonie
komorkowej [185].

Powyzsze dane potwierdzaja hipotezg, ze w linii komorkowej otrzymanej w wyniku
transfekcji plazmidem zawierajacym gen kodujacy mitochondrialng VEDEC izoforme
kanatu BKca, wystepuje funkcjonalny kanat mitoBK DEC w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej. Doswiadczenia z wykorzystaniem technik biologii molekularnej
rowniez potwierdzity obecno$¢ genu kodujacego izoform¢ VEDEC kanatu w komadrkach
HEK?293-BK DEC w poréwnaniu do komorek nietransfekowanych (Rycina 34).
Zaobserwowano, ze badania z wykorzystaniem techniki Western blot, dotyczace
obecnosci biatka kanalowego wykazaty, ze ekspresja genu izoformy VEDEC skutkuje
pojawieniem si¢ podjednostki o w komorkach (Rycina 35). Izoforma VEDEC opisywana
jest jako izoforma kanatu BKca, ktory lokalizuje si¢ w mitochondriach. Przeprowadzone
doswiadczenia potwierdzily, ze jednak nie jest to jedyne miejsce lokalizacji tego biatka
w komorce. Barwienia immunofluorescencyjne i wykorzystanie mikroskopii konfokalnej
ujawnity réwniez obecno$¢ podjednostki o w btonie komoérkowej oraz sSiateczce
srodplazmatycznej (Rycina 33). Wyniki te sugeruja, ze produkt genu kodujacy izoforme
VEDEC lokalizuje si¢ w r6znych przedziatach komérkowych i prawdopodobnie nie jest

specyficzny tylko dla wewngtrznej blony mitochondrialnej jak sadzono dotychczas.
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Wykorzystany system ekspresji biatka kanatowego moze prowadzi¢ takze do nadmiernej
jego akumulacji w komoérce, co moze sprzyjaé segregowaniu biatka do roéznych
przedzialow komorkowych. Stad moze wynikaé, ,,ztozona” lokalizacja badanego biatka

kanatowego w komorce.

Badania pomiaru szybkosci oddychania za pomoca oksygrafu rowniez potwierdzity
hipoteze, iz obecnos¢ kanatow potasowych w wewnetrznej blonie mitochondrialnej
wptywa na ten proces. Zaobserwowano, ze komodrki wykazujace obecnos$¢ kanatu
mitoBK DEC szybciej zuzywaja tlen w poréwnaniu do komorek nietransfekowanych
(Rycina 36 1 37). Wyniki te koreluja z wyzej przedstawionymi obserwacjami
dotyczacymi kanalu mitoBKca W komorkach ludzkiego nabtonka oskrzelowego.
Zarébwno obecno$¢ endogennego jak i egzogennego kanatu mitoBKca przyspiesza
zuzycie tlenu przez mitochondria. Wynika to 2z depolaryzacji potencjatu
mitochondrialnego co sprawia, ze tancuch oddechowy zwicksza swoja aktywnos¢ w celu
»skompensowania” depolaryzacji. Rowniez dodanie aktywatora kanatu NS11021
powoduje zwigkszenie szybkosci oddychania koméorek HEK293-BK_DEC (Rycina 38).
Efekt ten koreluje z danymi pozyskanymi z réznych tkanek i komorek, opisywanymi
w literaturze [92-94, 110].

Wszystkie powyzsze doniesienia wskazuja, ze komorki HEK293 moga by¢
odpowiednim 1 przydatnym modelem eksperymentalnym do ekspresji i pomiarow
elektrofizjologicznych (technikg patch-clamp) mitochondrialnych kanatow potasowych.
Przeprowadzone doswiadczenia za pomocg techniki patch-clamp potwierdzajg hipoteze,
ze komorki HEK293 nie wykazuja obecnosci kanatow potasowych w wewnetrznej btonie
mitochondrialnej. Dlatego tez staty si¢ idealnym modelem do wprowadzenia genu
kodujacego izoform¢ VEDEC kanatu BKca. Ponadto komorki te sg powszechnie
wykorzystanym modelem w badaniach aktywnosci kanatu BKca w blonie plazmatyczne;j
[200-202]. Wczesniejsze badania sugerowaty, ze w komorkach HEK293 nie wystepuje
podjednostka tworzaca por kanatu BKca [203]. Z drugiej strony, niedawno
przeprowadzone doswiadczenia wykazaly natywng ekspresj¢ genu kodujacego
prawdopodobnie podjednostke a kanatu BKca w komoérkach HEK293 [204]. Ponadto
badania elektrofizjologiczne dowiodly istnieniu pradow w btonie plazmatycznej, ktore
moga odpowiada¢ aktywno$ci kanatu BKca. Doniesienia te koreluja z otrzymanym
wynikiem w niniejszej pracy doktorskiej (Rycina 34), gdzie wykazano ekspresje genu
podjednostki a kanatu BKca w komorkach nietransfekowanych HEK293.
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Omoéwione powyzej badania sugeruja, ze otrzymana nowa stabilna linia komérkowa
HEK293-BK DEC, charakteryzujaca si¢ egzogenng obecnoscig funkcjonalnego
mitochondrialnego kanalu BK DEC. Stanowi ona przydatny model do badan aktywno$ci

elektrofizjologicznych i charakterystyki farmakologicznej kanalu potasowego.

5.2.Wplyw pochodnych naringeniny na aktywno$¢ mitochondrialnego kanalu
BKca

Scharakteryzowanie mitochondrialnego kanatu potasowego BKca w komoérkach
nabtonka oskrzelowego oraz izoformy VEDEC tego kanalu w nowej linii komodrkowe;j
HEK293-BK DEC, umozliwilo przeprowadzenie badan dotyczacych wptywu

niskoczasteczkowych zwiazkéw na aktywnos$¢ badanego kanatu potasowego.

Pierwsza zbadang grupa zwigzkéw w prezentowanej rozprawie byty flawonoidy,
powszechnie wystepujace w roslinach zwiazki polifenolowe. Badania flawonoidow
w ostatnich latach sg bardzo intensywne. Dost¢pna literatura wskazuje na
wykorzystywanie flawonoidow w medycynie, sugerujac ich dobroczynny wplyw m.in.
na przewlekte stany zapalne, powiktania sercowo-naczyniowe czy hipoglikemie [205].
W niniejszej rozprawie doktorskiej skupiono si¢ na badaniu wpltywu pochodnych
flawonoidu — naringeniny. Wykorzystujac technike patch-clamp wykazano,
ze naringenina nie wplywa znaczaco na aktywno$¢ zaréwno kanatu mitoBKca
w komorkach HBE jak i kanatu mitoBK_DEC w komoérkach HEK293-BK_DEC (Rycina
39). Natomiast w literaturze istnieja doniesienia opisujace stymulujacy efekt tego
flawonoidu na mitochondrialny kanat BKca w fibroblastach skoéry [107] i $rodbtonku
[115]. Ponadto wykazano rowniez zwigkszenie prawdopodobienstw otwar¢ kanatu BKca
w btonie komorkowej migsni gtadkich tchawicy [206] oraz naczyn migsni gtadkich [114]
po podaniu naringeniny. Réznorodny efekt tego flawonoidu na mitochondrialny kanat
BKca, moze by¢ powigzany z odmiennym sktadem molekularnym kanalu potasowego
w réznych lokalizacjach tkankowych. W komorkach $rodbtonka kanat mitoBKca
charakteryzuje si¢ obecno$cig podjednostki pomocniczej B2 [115], natomiast ten sam
kanal mitochondrialny w ludzkich fibroblastach skory regulowany jest przez
podjednostka B3 [107]. Z drugiej strony na aktywnos$¢ kanatu mitoBKca znajdujacego sig
w ludzkich komoérkach nabtonka oskrzelowego wplywa podjednostka B3 lub/i p4.
Natomiast w modelu badawczym komoérek HEK293-BK_DEC brakuje podjednostek
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regulacyjnych kanatu mitoBKca. Dane te sugeruja, ze aktywacja mitochondrialnego
kanalu BKca przez naringening zalezy od obecnosci okreslonych podjednostek

regulatorowych (Rycina 76).

Naringenina
mitoBK,, a+p2 mitoBK_, a+B3/B4
l mitoBK, o+B3  MitoBK, a
aktywacja l l
aktywacja brak efektu

Rycina 76. Schemat mozliwej zalezno$¢ efektu naringeniny na aktywno$¢ kanatu potasowego od
obecnosci okreslonych podjednostek  kanatu mitoBKca. Rysunek wtasny.

Opisane wyzej obserwacje przyczynity si¢ do postawienia hipotezy, dotyczacej wptywu
pochodnych naringeniny na aktywno$¢ endogennego kanalu mitoBKca z komérek HBE
i egzogennego kanatu mitoBK DEC z komorek HEK293-BK_DEC. Modyfikacje
chemiczne naringeniny, poprzez dodanie grup funkcyjnych, takich jak prenylowa,
metylowa mogg wplywaé na jej wlasciwosci biologiczne. W niniejszej rozprawie
doktorskiej dokonano analizy wplywu nastgpujacych pochodnych naringeniny:
8-prenylo-naringeniny,  7-O-prenylo-naringeniny,  4’,7-di-O-prenylo-naringeniny,
5-O-prenylo-naringeniny,  7-O-metylo-naringeniny,  4’,7-di-O-metylo-naringeniny,
chalkonu 4°,5,7,-tri-O-metylo-naringeniny na aktywnos$¢ kanatu mitoBKca.

5.2.1. Regulacje endogennie wystepujacego kanalu mitoBKca w komérkach
HBE oraz egzogennej izoformy VEDEC kanalu BKca w komoérkach
HEK?293-BK_DEC

Aktywno$¢  kontrolna mitochondrialnego kanalu potasowego o duzym

przewodnictwie regulowanego jonami Ca?* z komérek nablonka oskrzelowego postuzyta
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jako model badawczy w poszukiwaniach nowych modulatoréw kanatu BKca. 1zoforma
VEDEC kanalu BKca réwniez zostala wykorzystana jako zdefiniowany model,
pozbawiony podjednostek pomocniczych kanatu BKca. Uzyskane wyniki z do§wiadczen
badajacych wptyw pochodnych naringeniny na przezywalnos$¢ obu linii komoérkowych
HBE oraz HEK293-BK DEC wykazaty, ze z siedmiu wyselekcjonowanych zwigzkow,
sze$¢ nie wptywa na zywotnos$¢ komorek (7-O-prenylo-naringenina; 4°,7 —di-O-prenylo-
naringenina; 5-O-prenylo-naringenina; 7-O-metylo-naringenina; 4’°,7-di-O-metylo-
naringenina; chalkon 4’,5,7-tri-O-metylo-naringeniny). Natomiast w niniejszej
rozprawie doktorskiej wykazano, ze 8-prenylo-naringenina zmniejsza przezywalnosc
komorek Iludzkiego nablonka oskrzelowego oraz komorek embrionalnych nerki
wyrazajacych kanat mitoBK DEC (Rycina 40-41 oraz Rycina 49-50). W dostepne;j
literaturze wykazano, ze zwiazek ten dziata cytotoksyczne na komoérki nowotworowe,
gromadzac si¢ w znacznie wigkszym stopniu w komoérkach glejaka niz w komorkach
prawidlowych, fibroblastach [118]. Efekt ten jest prawdopodobnie zwigzany
z modyfikacja naringeniny w pozycji 8 pierScienia, w wyniku dodania grupy prenylowe;j.
Zmiana ta znacznie wplywa na wiasciwos$ci naringeniny prowadzac do jej toksycznosci.
Pozostate badane pochodne naringeniny nie posiadajg modyfikacji w opisanej wyzej

pozycji, co moze powodowac brak toksycznosci tych zwigzkéw w badanych komorkach.

W doswiadczeniach elektrofizjologicznych zauwazono, ze po dodaniu 8-prenylo-
naringeniny aktywnos$ci kilku kanatow mitoBK DEC zmniejszajg si¢ (Rycina 51).
Natomiast najwyzsze badane stezenie 8-prenylo-naringeniny powodowato zahamowanie
aktywnosci kanatu mitoBKca (Rycina 42). Badania przeprowadzone przez inna grupe
badawczg wykazaty, ze 8-prenylo-naringenina reguluje aktywno$¢ kanatu potasowego
Kv1.3 znajdujacego si¢ w btonie komorkowej [207]. Wykorzystujgc technike whole-cell
patch-clamp mierzono aktywno$¢ kanatu Kv1.3 w komorkach Jurkat bedacych
uniesmiertelniong linig ludzkich limfocytéw T. Wyniki pokazaly, ze kanal potasowy
z btony komoérkowej Kv1.3 jest hamowany w sposob zalezny od stezenia badanego
zwigzku. Natomiast catkowite zahamowanie kanatu Kv1.3 nastgpito po podaniu 10 uM
8-prenylo-naringeniny, takie samo st¢zeniec hamowato kanal mitoBKca w komorkach
HBE. W literaturze istnieja doniesienia dotyczace zwigkszania biodostepnosé
flawonoidow w wyniku modyfikacji grupa prenylowa. Roéwniez spekuluje sig,
ze prenylacja flawonoidéw utatwia ich oddziatywania z biatkami w wyniku zwigkszenia

hydrofobowosci czasteczki [116]. Prawdopodobnie wystepowanie tancuchow
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prenylowych przyczynia si¢ do latwiejszego wigzania czasteczek do miejsc

hydrofobowych w biatkach receptorowych lub kanatowych [208].

Kolejna badana pochodna, ktora posiada grupg prenylowa w sgsiedniej pozycji do
opisanej powyzej, 7-O-prenylo-naringenina, wykazywala odmienne wlasciwosci.
Zaobserwowano, ze zwigzek ten jako jedyny zwiekszat prawdopodobienstwo otwaré
kanatu mitoBKca W obu modelach komérkowych (Rycina 43 i 52). Najwyzsze badane
stezenie 7-O-prenylo-naringeniny powodowato najwieckszy efekt aktywacyjny zard6wno
kanatu mitoBKca jak i izoformy VEDEC mitoBKca. Wydaje si¢, ze pojedyncza
prenylacja naringeniny w pozycji 7 jest najkorzystniejsza modyfikacja tej czasteczki, pod
wzgledem aktywacji mitochondrialnych kanatéw potasowych. Dotychczas w obecnej
literaturze nie wykazano wplywu prenylowanej pochodnej flawonoidu w pozycji 7, ktora
zwigksza aktywno$¢ kanatdéw jonowych. Natomiast, badania zaprezentowane
W niniejszej pracy doktorskiej sugeruja, iz 7-O-prenylo-naringenina, moze by¢

wykorzystywana jako potencjalny aktywator kanatu mitoBKca.

Natomiast inna modyfikacja, ktéra polegata na dodaniu kolejnej grupy prenylowej
w pozycji 4> do 7-O-prenylo-naringeniny, zmienita wlasciwosci zwigzku. W wyniku
modyfikacji powstal nowy zwiazek 4°,7-di-O-prenylo-naringenina. Zaobserwowano,
ze taka modyfikacja nie wykazuje wtasciwosci aktywacyjnych kanatu mitoBK cazarowno
w komodrkach HBE (Rycina 44) jaki i HEK293-BK_DEC (Rycina 53). Uzyskane wyniki
sugeruja, ze dodanie grupy prenylowej w pozycji 4° do 7-O-prenylo-naringeniny,

powoduje utrate aktywacyjnych wtasciwosci zwigzku.

Przeprowadzono rowniez do$wiadczenia majgce na celu zbadanie 5-O-prenylo-
naringeniny. Zwiazek ten r6zni si¢ od wyzej opisanych miejscem modyfikacji w pozycji
5. W literaturze istniejg doniesienia sugerujace, ze wiasnie ta pozycja w czasteczce
flawonoidow odpowiada za wlasciwosci kardioprotekcyjne tych zwiazkow [125].
Przypuszczenia te staly si¢ interesujgcym aspektem w wyborze miejsca modyfikacji
W czgsteczce naringeniny. Uzyskane wyniki sugerujg, ze 5-O-prenylo-naringenina nie
wplywa na zmiang aktywno$ci mitochondrialnych kanatéw BKca obecnych w komoérkach
nabtonka oskrzelowego (Rycina 45) oraz w komorkach HEK293-BK_DEC (Rycina 54).
Dane te sugerujg, ze zarowno naringenina jak i potencjalnie protekcyjny flawonoid - 5-

O-prenylo-naringenia, nie wptywaja na aktywnos$¢ badanych kanatow mitoBKca. Efekt
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ten moze by¢ powigzany z obecnoscig podjednostek regulatorowych kanatu mitoBKcs,,

tak jak dyskutowano powyzej.

Warto wspomnie¢, ze w literaturze opisywane sg efekty 6-prenylo-naringeniny na
zmiany aktywnos$ci kanaléw jonowych. Przeprowadzane badania przez inne grupy
badawcze sugeruja, ze 6-prenylo-naringenina hamuje kanaly wapniowe Cav3.2 T
w blonie komoérkowej [209]. Doswiadczenia przeprowadzano na transfekowanych
komoérkach HEK293. Jako model badawczy postuzyta wyprowadzona linia komoérkowa
Cav3.2-HEK posiadajacg egzogenny kanat wapniowy Cav3.2 T. W innych badaniach
wykazano, natomiast, iz 6-prenylo-naringenina blokowata aktywnos¢ kanatu potasowego
Kv1.3 w btonie komérkowej ludzkich limfocytéw T [210].

Rezultaty otrzymane w niniejszej rozprawie doktorskiej potwierdzaja dane
literaturowe dotyczace hamowania kanalow jonowych przez prenylowane pochodne
naringeniny za wyjatkiem 7-O-prenylo-naringeniny. Z dostepnej literatury wynika,
ze prenylacja flawonoidéw zwigksza ich hamujacy wplyw na niektéore enzymy.
Wykazano réwniez, ze prenylowane flawonoidy wystepujace naturalnie w roslinie
Sophora flavescens zmniejszajg aktywno$¢ enzymu tyrozynazy, uczestniczgcego
w procesie melanogenezy [211, 212]. Innym przyktadem sg badania dotyczace prenylacji
flawonoidow: luteoliny w pozycji 3 1 apigeniny w pozycji 6, modyfikacje te zwigkszaja
hamujacy wplyw tych zwiazkow na aktywno$¢ enzymow [213, 214]. Ponadto opisano
rébwniez, ze pochodna kwercetyny, 8-prenylo-kwercetyna powoduje ostabienie
aktywnos$ci kinaz SEK1-JNK1/2 i MEKI1-ERK1/2 bioragcych udziat w procesie
przeciwzapalnym [215]. Z drugiej strony zaobserwowano, ze flawonoidy z grupami
prenylowymi wykazywaty wieksza aktywnos¢ antyoksydacyjng w komorkach watroby
HepG2 [216]. Hosek i wspotautorzy zasugerowali, ze grupy prenylowe w flawonoidach
maja kluczowe znaczenie dla aktywno$ci antyoksydacyjnej w linii komorek mysich
makrofagéw [217]. Podsumowujac, odkrycia te sugeruja, ze grupy prenylowe dodane

W r6éznych pozycjach pierscieni flawonoidow zmieniaja znaczaco ich wlasciwosci.

Kolejng badana modyfikacja flawonoidow byla metylacja, przylaczenie reszty
metylowej przez grupe hydroksylowa naringeniny. Metylacja jest naturalnie wystepujaca
reakcjag wsrod flawonoidow, metylowane pochodne flawonoidéw mozna pozyskac
z ro$lin. Istniejg doniesienia wykazujace, ze 7-O-metylo-naringenina pozyskana z rosliny

(Rhododendron speciferum) dziata przeciwzapalnie obnizajac poziom czynnika martwicy
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nowotworow (TNF-o) oraz interleukin w mysich makrofagach [120]. Zastosowanie
grupy lipofilowej, takiej jak grupa metylowa, pomigdzy grupami polarnymi naringeniny
moze pomdc w zmniejszeniu polarno$ci czgsteczki i poprawie jej ogoélnej biodostepnosci
[218]. Podczas badan przeprowadzonych w niniejszej pracy wykazano,
ze prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu mitoBKca w komorkach HBE zmniejszyto si¢
nieznacznie po dodaniu posiadajacej w pozycji 7 grupe metylowa, 7-O-metylo-
naringeniny (Rycina 46). Natomiast aktywno$¢ VEDEC izoformy kanatu mitoBKca po
aplikacji  7-O-metylo-naringeniny zahamowato aktywno$¢ kanatu (Rycina 55).
W dostepnej literaturze nie znaleziono prac opisujacych wptyw 7-O-metylo-naringeniny
na kanatly jonowe. Zaobserwowany efekt jest odwrotny w poréwnaniu do 7-O-prenylo-
naringeniny, ktora jak opisano wyzej, zwickszata aktywno$¢ obu izoform kanatu
mitoBKca. Wyniki te moga sugerowac, ze o wlasciwosciach pochodnych naringeniny nie
decyduje tylko pozycja w ktorej zostata zmodyfikowana czasteczka, ale réwniez

obecnos¢ grupy funkcyjnej.

Rowniez tak jak w przypadku pochodnych prenylowanych, zbadano wptyw czasteczki
naringeniny z dwiem resztami metylowymi na aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu
potasowego. Badany zwigzek 4’,7-di-O-metylo-naringenina, posiadal modyfikacje
w dwoch (4” oraz 7) pozycjach pier$cienia aromatycznego naringeniny. Zaobserwowano,
ze aktywno$¢ zaré6wno kanatu mitoBKca w komorkach HBE (Rycina 47) jak kanatu
mitoBK_ DEC w komorkach HEK293-BK_DEC (Rycina 56) zostata istotnie
zahamowana. Ponadto warto wspomnie¢ o doswiadczeniach przeprowadzanych
z wykorzystaniem 4°,7-di-O-metylo-naringeniny w badaniu choroby neurologiczne;j.
Zwiazek ten wykazywal wysoka skuteczno$¢ w przeciwdziataniu napadow
padaczkowych wywotanych u larw Danio pregowanego i myszy w porownaniu do
naringeniny [219]. Autorzy podkreslaja, ze metylowane flawonoidy w tym 4°,7-di-O-
metylo-naringenina wykazywaty wigkszy potencjat w leczeniu napadow padaczki. Nie
mozna zatem wykluczyé, ze pozytywny efekt terapeutyczny moze by¢é powigzany
Zz hamowaniem aktywno$¢ kanalow jonowych przez 4°,7-di-O-metylo-naringening.
Doniesienia literaturowe sugerujg, ze blokowanie kanatow sodowych, bramkowanych
napigciem jest kluczowe w leczeniu chorob osrodkowego uktadu nerwowego, w tym

padaczki [220]

Ostatnig modyfikacja, w ktorej rowniez wystepuja reszty metylowe byt zwigzek -

chalkon 4°,5,7-tri-O-metylo-naringeniny. Chalkon charakteryzuje si¢ otwartym
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pierScieniem heterocyklicznym, gdyz wystepuje naturalnie jako produkt posredni
w syntezie flawonoidow w roslinach. Chalkon naringeniny opisywany jest jako zwigzek
o wlasciwos$ciach przeciwzapalnych oraz przeciwalergicznych [124]. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze obecnos¢ trimetylowanego chalkonu naringeniny prowadzi do catkowitego
zamknigcia kanalu mitoBKca (Rycina 48) oraz kanatu mitoBK DEC (Rycina 57)
badanych modelach komérkowych. W literaturze brakuje informacji dotyczacej wptywu
chalkon 4°,5,7-tri-O-metylo-naringeniny na kanaty jonowe. Natomiast opisany zostat
efekt ksantohumolu, czyli zwigzku nalezacego do flawonoidow, ktory rowniez posiada
strukture chalkonu. Zaobserwowano blokowanie aktywno$¢ kanatu Kv1.3 (mierzonego
technika whole cell patch-clamp) w btonie komérkowej ludzkich limfocytow T przez
ksanotohumol [221]. Rezultaty te sugeruja, ze chalkon 4°,5,7-tri-O-metylo-naringenina

moze by¢ potencjalnym nowym inhibitorem kanatéw potasowych.

Przedstawione w rozprawie wyniki po raz pierwszy sugeruja, ze pochodne naringeniny
roznigce si¢ grupami funkcyjnymi wykazuja rdéznorodne efekty na aktywno$¢
mitochondrialnych kanatéow potasowych. Dodanie pojedynczej reszty prenylowej
W pozycji 7 pierScienia aromatycznego (7-O-prenylo-naringenina) wykazuje aktywacje
kanatu mitoBKca w komorkach HBE 1 HEK293-BK DEC w porownaniu do
niezmodyfikowanego zwigzku naringeniny. Natomiast modyfikacja naringeniny
w postaci trimetylowanego chalkonu naringeniny powoduje hamowanie (4°,5,7-tri-O-

metylo-naringeniny) aktywno$¢ mitochondrialnych kanatow potasowych typu BKca.

Druga badang grupa zwiazkéw w niniejszej rozprawie doktorskiej, nalezacych
rowniez do flawonoidow byly antocyjany, zaliczane do ro$linnych barwnikow. Dzigki
swoim wlasciwosciom nadajg barwe owocom 1 warzywom, np. kolor truskawek jest
okreslony przez 3-glukozyd pelargonidyny a winogron prze 3-glukozyd malwidyny
[126]. Antocyjany pochodzace z roslin obecne sg rowniez w przetworzonych sokach lub
winie. W literaturze opisano liczne badania dotyczace tzw. ,,paradoksu francuskiego”,
zjawiska dotyczacego mniejszej $miertelnos¢ na skutek choroby sercowo-naczyniowe
francuskiego spoteczenstwa, pomimo takich samych czynnikow $rodowiskowych jak
w innych krajach. Efekt powigzano z dobroczynnym wplywem umiarkowanego spozycia
czerwonego wina [222, 223]. Istnieja doniesienia opisujagce wplyw bezalkoholowego
ekstraktu z czerwonego wina na aktywacj¢ mitochondrialnego kanatu potasowego Katp.

Autorzy pracy zaproponowali, ze aktywacja mitoKatp przez ekstrakt winny prowadzita
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do kardioprotekcji w wyniku, ktorej obserwuje si¢ mniejsza zachorowalnos$¢ na choroby

uktadu krazenia [224].

W niniejszej rozprawie doktorskiej przeprowadzono badania wplywu antocyjanéw
obecnych w skorkach winogron jako potencjalnych aktywatorow endogennie
wystepujacego mitochondrialnego kanatu BKca w komoérkach HBE. Wyselekcjonowane
antocyjany 3-glukozyd malwidyny, 3-glukozyd peonidyny oraz 3-glukozyd petunidyny
nie wptywatly toksycznie na komorki ludzkiego nabtonka oskrzelowego (Rycina 58-59).
Z danych literaturowych wynika, ze antocyjany zapobiegaja indukowanej czynnikiem
proapoptotycznym $mierci szczurzych komoérek nabtonka ptuc [225]. Ponadto antocyjany
sg opisywane jako antyoksydanty, zdolne do neutralizowania wolnych rodnikoéw [226].
Zwigzki te posiadajg zdolnos¢ przeciwutleniajaca, ktéra moze wynikaé¢ miedzy innymi
z takich mechanizmoéow jak: zmiatanie wolnych rodnikéw oraz hamowanie utleniania
lipidow. Natomiast utworzony rodnik antocyjanowy jest stabilny oraz hamuje

tancuchowg reakcje¢ rodnikowa [227, 228].

Ponadto w badaniach elektrofizjologicznych z wykorzystaniem techniki patch-clamp
nie zaobserwowano aktywacji kanatu mitoBKca przez wybrane antocyjany. Wykazano
zmniejszenie prawdopodobienstw otwar¢ (Po) zardéwno kanatu mitoBKca 0 kontrolnej jak
1 zwigkszonej aktywnos$¢ po dodaniu antocyjandéw. Zaobserwowano najwigkszy istotny
statystycznie, hamujacy efekt aktywnosci kanatu przez 3-glukozyd petunidyny (Rycina
62). Pozostate dwa antocyjany 3-glukozyd malwidyny (Rycina 60) oraz 3-glukozyd
peonidyny (Rycina 61) w podobny sposoéb wplywaly na zmniejszenie aktywnosé¢
mitochondrialnego kanatu BKca w komorkach HBE. Dostepna literatura opisuje badania
elektrofizjologiczne dotyczace wptyw innego antocyjanu pelargonidyny, wyizolowanej z
kwiatow Pelargonium na aktywno$¢ mitochondrialnego kanatu potasowego Katp [229].
W badaniach z wykorzystaniem techniki czarnych bton lipidowych (BLM, ang. black
lipid membrane) mierzono aktywno$¢ kanatu. W dwuwarstwe lipidowa wbudowywano
oczyszczone biatko kanalowe Katp zZ wewnetrznej btony mitochondrialnej watroby
szczura. Wykazano calkowite zahamowanie aktywnos$¢ kanalu mitoKartp po dodaniu
100 uM peralgoniny. Prawdopodobnie kanaty potasowe zlokalizowane w wewngetrznej
btonie mitochondrialnej nie ulegaja aktywacji poprzez antocyjany. Z kolei inne badania
dotyczace pochodnej antocyjanow, cyjanidyno-3-rutynozydu wykazaty, ze zwigzek ten
moze posrednio aktywowaé kanat wapniowy bramkowany napigciem (VGCCs,

ang. voltage-gated calcium channel) [230]. Cyjanidyno-3-rutynozyd powodowal tym
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samym zwickszanie wydzielania insuliny z komorek B-trzustki. Pomimo niewielu
dostepnych prac dotyczacych wptywu antocyjanéw lub ich pochodnych na kanaty
jonowe, mozna zaobserwowac ich niejednoznaczny wpltyw na aktywno$¢ rdéznych

kanatow.

5.3.Wplyw zwiazkoéw o strukturze zblizonej do paksyliny na ztozona aktywnos¢
kanalu mitoBK_DEC

Paksylina (pax) jest powszechnie, od wielu lat, wykorzystywanym inhibitorem
kanatéw potasowych typu BKca [188]. Zwigzek ten posiada wlasciwos¢ selektywnego
wigzania si¢ z kanatem BKca czego efektem jest brak przeptywu jonéw potasu przez por
kanatu. W ostatnim czasie opublikowano badania opisujace doktadne miejsce wigzania
paksyliny we wnetrzu poru kanatu BKca [142]. Paksylina jako kanoniczny inhibitor
kanalu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego jonami Ca?" jest
wykorzystywana podczas badan dotyczacych identyfikacji oraz charakterystyki tego
kanatu [188]. Natomiast z ostatnich doniesien wynika, ze paksylina nie zawsze blokuje
aktywno$¢ kanatu potasowego. Taka sytuacja zostata zaobserwowana podczas badan
wplywu kwercetyny bedacej flawonoidem na zamiany aktywno$¢ kanatu mitoBKca
w komorkach endotelialnych. Wykazano, ze zaktywowany kanat mitoBKca przez
dodanie kwercetyny nie jest hamowany paksyling, jest to prawdopodobnie spowodowane
wigzaniem si¢ tych substancji w tym samym miejscem w czasteczce kanatu [143].
Postanowiono przeszuka¢ dostgpne bazy zwigzkow w celu zidentyfikowania nowych
substancji, ktére beda blokowaé w sposob specyficzny mitochondrialny kanal BKca.
Dzieki wspotpracy z Laboratorium prof. Bruna Botta z Uniwersytetu Sapienza w Rzymie,
wyselekcjonowano 8 substancji. Zwiazki te sg podobne do naturalne wystepujacej
paksyliny pod wzgledem struktury oraz grup funkcyjnych. Nazwano je zwigzkami
0 strukturze zblizonej do paksyliny, wsrod ktorych znajduja si¢ terpenoidy (ent-beyer-15-
en-18-O-bursztynian, 20-hydroksyekdyson, B-amiryna, pristimerina) oraz alkaloidy

(chlorowodorek weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny, jerwina).

Poszukiwanie nowych inhibitorow kanatow potasowych w tym rowniez
mitochondrialnych, wydaje si¢ by¢ obiecujacym celem farmakologicznym. Terapie
ukierunkowane na kanaly potasowe moga odgrywaé wazng role w leczeniu chorob

nowotworowych. Badania wykazaly, ze terapia guza moézgu, szczegdlnie glejaka
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wielopostaciowego jest mozliwe za pomoca inhibitoréw kanatu potasowego Kv1.3 [231].
Przeprowadzone eksperymenty na mysich i ludzkich liniach glejak dowiodty prawie 90%
smiertelnos¢ komorek po zastosowaniu zwigzkow hamujacych aktywnos¢ kanatu Kv1.3.
Odnotowano réwniez, ze inhibitory mitochondrialnego kanatu Kv1.3 wydaja si¢
skutecznym lekiem w leczeniu przewlektej biataczki limfocytowej [232]. Wykazano
selektywne dziatanie inhibitoréw kanalu mitoKv1.3 na limfocytéw B, ktore prowadzito
do zwigkszenia $miertelnosci tych komoérek w  porownaniu do komorek

nienowotworowych.

Bioragc pod uwage powyzsze informacj¢, Wykonano badania wplywu zwigzkow
o strukturze zblizonej do paksyliny, terpenoidéw (ent-beyer-15-en-18-O-bursztynian,
20-hydroksyekdyson, [-amiryna, prystymeryna) oraz alkaloidow (chlorowodorek
weratryny, homatropina, chlorowodorek semperwiryny, jerwina) na aktywno$¢
mitochondrialnej VEDEC izoformy kanalu BKca. W pierwszym etapie badan
sprawdzono wplyw zwigzkéw na toksycznos¢ komorek HEK293-BK_DEC. Wykazano,
ze zwigzek z grupy terpenoidow, pristimerina powoduje indukcj¢ zardwno apoptozy jak
i nekrozy badanych komorek (Rycina 63-64). W dostepnej literaturze, znajdujg si¢
informacje dotyczace silnego wptywu pristimeriny na apoptoze komorek raka ptuca
[154]. Porownujac badania mozna zauwazy¢ nieselektywne dziatanie zwigzku
powodujacego S$mier¢ komorek zaréwno nowotworowych jak 1 prawidlowych.
Negatywny efekt na przezywalnos¢ komorek HEK293-BK DEC wykazaty rowniez dwa
alkaloidy: chlorowodorek semperwiryny i jerwina (Rycina 65-66). Dane te koreluja
z informacjami w literaturze, semperwirna opisywana jest jako czynnik indukujacy
$mier¢ komorek guzoéw jader [166]. Natomiast jerwina powoduje apoptoze komorek raka
jamy nosowo-gardtowej [233]. Pozostale badane zwigzki o strukturze zblizonej do

paksyliny nie wptywaty toksycznie na komorki HEK293-BK_DEC.

Otrzymane w rozprawie wyniki elektrofizjologiczne wykazywaly obnizenie
aktywnos$ci kanatlu mitoBK DEC po dodaniu zwigzkéw o strukturze zblizonej do
paksyliny. Wsrod badanych terpenoidow pB-amiryna (Rycina 69) oraz toksyczna
pristimerina (Rycina 70) nieznacznie obnizaly prawdopodobienstwo otwar¢ (NPo) kilku
kanatow mitoBK DEC w badanym skrawku btony. Natomiast ent-beyer-15-en-18-O-
bursztynian (Rycina 67) oraz 20-hydroksyekdyson (Rycina 68) w znacznym stopniu
wptywaty na aktywno$¢, powodujac zmniejszenie ilo§¢ aktywnych kanatléw w badanym

skrawku btony. W literaturze istniejg Sprzeczne doniesienia dotyczace wpltywu
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pristimeriny na kanal wapniowy w plemnikach. Pierwsza publikacja wskazuja na
hamujace dziatanie badanego terpenoidu na aktywnos$¢ kanatdéw wapniowych, tzw.
kanatéw CatSper [234]. Natomiast pdzniejsza publikacja podwaza te obserwacje
wskazujac, ze pristimerina nie powoduje zamkniecia kanatu CatSper w poréwnaniu do
zastosowania znanego inhibitora RU1968 [235]. W niniejszej rozprawie doktorskiej
zaprezentowano po raz pierwszy wplyw pristimeriny na kanat potasowy. Obecnie nie
opublikowano badan dotyczagcych wplywu B-amiryny, ent-beyer-15-en-18-O-

bursztynianu, 20-hydroksyekdysonu na regulacje aktywno$ci kanatéw jonowych.

Wsrdod badanych alkaloidow zauwazono, ze chlorowodorek weratryny (Rycina 71)
oraz homatropina (Rycina 72) w najwyzszym badanym stezeniu powoduja znaczne
zmiany aktywno$ci kanalu mitoBK _DEC. Weratryna opisywana jest w literaturze jako
zwigzek zwigkszajacy aktywno$¢ kanatu sodowego [156, 158]. Natomiast brak jest
doniesien wskazujacych o aktywacji kanaléw potasowych. Wyniki przestawione
W niniejszej  pracy  wykazuja, ze  chlorowodorek  weratryny  zmniejsza
prawdopodobiefistwo otwar¢ kanatéw mitoBK DEC w badanym skrawku blony.
Natomiast dwa pozostate badane alkaloidy chlorowodorek semperwiryny (Rycina 73)
I jerwina (Rycina 74) wykazujace toksyczne dziatanie na komorki powodujac rowniez
obnizajg aktywnos¢ kanatu mitoBK_DEC, lecz w mniejszym stopniu niz zwiazki opisane
wyzej. W dostepnej literaturze nie znaleziono danych wskazujacych na wplyw

chlorowodorku semperwiryny i jerwiny na kanaty jonowe.

Przedstawione w rozprawie wyniki opisuja dziatanie zwigzkoéw o strukturze zblizonej
do paksyliny na aktywno$¢ kanatu mitoBK_DEC. Dotychczas w dostepne;j literaturze nie
znaleziono badan prezentujacych dziatanie wyzej wymienionych zwigzkéw na
mitochondrialne kanaty potasowe. Badane zwigzki obnizajg prawdopodobienstwo otwar¢
kanatéw mitoBK DEC w jednym skrawku btony, ale nie tak skutecznie jak paksylina.
Prawdopodobnie modyfikacje tych substancji, ich pochodne, moga stanowi¢ skuteczne
inhibitory kanaléw potasowych w mitochondriach. Otrzymane wyniki w niniejszej
rozprawie doktorskiej moga stuzy¢ jako punkt wyjsciowy do dalszych badan
analizowanych zwigzkow niskoczasteczkowych w kontekscie cytoprotekcji 1 $mierci

komorek.
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6. Podsumowanie i wnioski

Z przeprowadzonych badan w niniejszej rozprawie wysnuto nastepujgce wnioski:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Zidentyfikowano i scharakteryzowano mitochondrialny kanat potasowy o duzym
przewodnictwie regulowany jonami Ca** w ludzkich komérkach nabtonka
oskrzelowego. Zaobserwowano, ze aktywno$¢ kanatu jest zalezna od st¢zenia
jonéw wapnia oraz od modulatorow kanatu mitoBKca (NS11021, paksylina,

iberiotoksyna).

Dowiedziono, ze komoérki HEK293 stanowig przydatny i wiarygodny model
badawczy do transfekcji plazmidem zawierajacym gen kodujacy VEDEC
izoforme kanatu mitoBKca. Uzyskana nowa linia komoérkowa HEK293-BK_DEC
zawierala w wewnetrznej blonie mitochondrialnej, funkcjonalny kanat

mitoBK DEC, wrazliwy na kanoniczne modulatory tego typu kanatu.

Zaobserwowano aktywujacy wptyw flawonoidu 7-O-prenylo-naringeniny na
aktywno$¢ mitochondrialnych kanatow potasowych mitoBKca. Pochodna
naringeniny aktywowala kanal wystepujacy zaréwno endogennie (mitoBKca)
w komorkach HBE jak i1 egzogennie (mitoBK DEC) w komoérkach HEK293-
BK_DEC.

Wykazano, ze chalkon 4°, 5, 7 —tri-O-metylo-naringeniny blokuje aktywno$¢ obu
badanych kanaléw mitoBKca zarowno z komoérek HBE jak i HEK293-BK_DEC.

Opisano, ze antocyjany, zwiagzki pochodzenia naturalnego zmniejszaja
prawdopodobienstwo otwar¢ kanatu mitoBKca W ludzkich komoérkach nabtonka

oskrzelowego HBE.

Zaobserwowano, ze aktywno$¢ kanatu mitoBK DEC ulega hamowaniu po
dodaniu zwigzkéw o strukturze zblizonej do paksyliny. Badane zwiazki
zmniejszaly znaczaco prawdopodobienstwo otwar¢ kanalow potasowych, jednak

nie tak skutecznie jak kanoniczny inhibitor — paksylina.
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