Streszczenie

Lenzozyd AP (kwercetyna-3-0-[6-O-E-kofeilo)-B-D-glukopiranozylo(1—2)]-B-D
galaktopiranozylo-7-O-B-D-glukuropiranozyd) jest pochodng kwercetyny i nalezy do
flawonoidéw, zwiazkéw powszechnie wystepujacych w roslinach. W ostatnim czasie
flawonoidy staly si¢ przedmiotem licznych badan ze wzgledu na ich rézne wlasciwosci
biologiczne i farmakologiczne. Badania in vitro, jak in vivo potwierdzaja ich pozytywne
dziatanie, zaréwno na poziomie komérki jak i calego organizmu. Majg one m.in. dziatanie
przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe, antyalergiczne 1 inne. Szczegolnie istotna jest ich
aktywnos¢ przeciwnowotworowa. Jednym z miejsc oddzialywania flawonoidow jest blona
komérkowa. Jednoczeénie lenzozyd AP jest nowo wyizolowanym zwiazkiem z
nadziemnych czeéci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) odmiany Tina, a do tej pory jest
bardzo malo danych literaturowych na temat metabolitéw wyizolowanych z lisci i fodyg tej

rosliny.

Gléwnym celem pracy doktorskiej bylo okreslenie zdolnosci lenzozydu AP do
wchodzenia w interakcje z blonami (zaréwno z lipidami i biatkami blonowymi), okreslenie
sposobu oddziatywania tego zwiazku na membrany, poznanie lokalizacji i orientacji
flawonoidu w blonach oraz ocena skutkéw jego dzialania na komoérki. Aby wyjasnié
sposob interakcji flawonoidu z blonami oraz potwierdzi¢c wptyw tych oddziatywan na
zdrowe i nowotworowo zmienione komorki, postuzono si¢ réznorodnymi metodami
badawczymi takimi jak: absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni z transformata
Fouriera (FTIR), jadrowy rezonans magnetyczny (*H NMR), roéznicowa kalorymetria
skaningowa (DSC), mikroskopia obrazowania czaséw Zzycia fluorescencji (FLIM), patch-
clamp, transmisyjna i skaningowa mikroskopia elektronowa (TEM, SEM), mikroskopia
$wietlna, mikroskopia fluorescencyjna i cytometria przeplywowa. W doswiadczeniach
zastosowano rézne modele badawcze takie jak liposomy wielowarstwowe (MLV), wielkie
jednowarstwowe liposomy (GUV) sporzadzone z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC)
oraz hodowle komérek in vitro: linie nowotworowe raka szyjki macicy (HeLa) i raka

krtani (Hep-2) oraz lini¢ prawidtowa fibroblastow skéry cztowieka (HSF).

W badaniach wykazano, ze lenzozyd AP istotnie wplywa na modelowe blony

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




lipidéw za pomoca wigzan wodorowych pomiedzy ugrupowaniem C-O—P—-O-C a grupami
hydroksylowymi flawonoidu.

Ponadto, wyniki otrzymane technikami 'H NMR i DSC ujawnily, ze badany
flawonoid dziata usztywniajaco na blony DPPC oraz powoduje zmiang ich wiasciwosci
fizycznych. Stwierdzono niewielkie obnizenie temperatury przejscia fazowego, zanik
przedprzejscia fazowego oraz obnizenie entalpi kalorymetrycznej i kooperatywnosci
przejécia. Zastosowanie techniki FLIM wykazalo planarng orientacje badanego zwiazku w
stosunku do ptaszczyzny dwuwarstwy lipidowej. Z kolei dzigki technice patch-clamp
udalo sic stwierdzi¢ modulujace dziatanie flawonoidu w stosunku do bialek
transportowych. Lenzozyd AB zmieniat bowiem aktywno$¢ kanatow potasowych komoérek
fibroblastow skory cztowieka, co przejawito sig ich zwigkszonym otwieraniem sig.

Badania za pomoca techniki FTIR wykonane na komorkach z hodowli in vitro
potwierdzily, ze badany zwiazek oddzialuje, na poziomie molekularnym, zaréwno z
biatkami jak i lipidami tych komoérek. Badany flawonoid wchodzi w interakcje z gtowami
cholinowymi fosfolipidéw komérek HeLa i Hep-2 poprzez tworzenie wigzan wodorowych
z grupami — PO, oraz ugrupowaniem C-O-P-O-C gtéw polarnych. Lenzozyd AP wyraznie
wplywa takze na profil spektralny biatek z regionu amidu L, co przejawilo si¢ zmianami ich
struktury drugorzedowej oraz obnizeniem ich ilosci. Odmiennie oddziatuje na komérki
prawidtowe linii HSF indukujac wytworzenie dodatkowych biatek przez te komorki i
powodujac niewielkie dzialanie usztywniajace frakcji lipidowej gtéw cholinowych.

Wyniki uzyskane, za pomoca testu czerwieni oboj¢tnej oraz testu LIVE/DEAD
ujawnily, zalezne od linii komorkowej obnizenie Zywotnosci komorek. Wykazano, ze
lenzozyd AP w niewielkim stopniu wplywa na przezywalno$¢ komérek. Najsilniej dziata
na komorki raka szyjki macicy czlowieka. Jego cytotoksyczne dziatanie, skorelowane jest,
z indukcja apoptozy w komérkach nowotworowych linii HeLa i Hep-2 za$ fibroblasty
skoéry cztowicka nie sg wrazliwe na dziatanie badanego flawonoidu.

Analizy komérek z uzyciem techniki mikroskopii elektronowej transmisyjnej i
skaningowej jak rowniez mikroskopii $wietlnej i fluorescencyjnej ujawnity skutki
dziatania lenzozydu AP na komorki nowotworowe. Obserwowano zmiany ich ksztaltu,
powierzchni, parametréw morfometrycznych i ultrastruktury. Komorki posiadaly cechy
charakterystyczne dla komérek apoptotycznych takie jak: obkurczenie komorek i jader,
redukcja lub utrata mikrokosmkéw, pofragmentowanie chromatyny, silna wakuolizacja

cytoplazmy, obecno$¢ autolizosoméw, obecnos$¢ uwpukleni blony oraz pojawienie si¢




cialek apoptotycznych. Jednoczesnie lenzozyd AP nie zmienit morfologii oraz

ultrastruktury fibroblastow skory cztowieka.

Ostatni etap badan obejmowat okreslenie wplywu LAP na indukcje stresu
oksydacyjnego w komorkach. Badania wykazaty dualistyczne dzialanie zwiazku.
Flawonoid indukowat stres oksydacyjny w komorkach linii HeLa i Hep-2 i jednoczesnie

wykazat dzialanie antyutleniajace w stosunku do komoérek prawidtowych skory czlowieka.

Podsumowujac, wyniki zawarte w rozprawie potwierdzity oddzialywanie lenzozydu
AP na blony komoérkowe. Flawonoid wchodzac w interakcje z biatkami i lipidami
komérek, w tym lipidami membran, zmienia ich dynamiczne i strukturalne wiasciwosci. W
efekcie, jako skutki oddziatywania flawonoidu, obserwuje si¢ inng niz w kontrolnych
komérkach nowotworowych, morfologie i ultrastrukture, w wigkszosci, zgodna z
fenotypem komoérek apoptotycznych. Jednoczesnie zwiazek nie indukuje apoptozy w
komoérkach prawidtowych, nie wykazuje dziatania cytotoksycznego wobec nich i wzmaga
w nich synteze biatek. Takie wiasciwosci lenzozydu AP czynig go potencjalnym sSrodkiem

terapeutycznym, samodzielnym lub stosowanym w terapii skojarzone;j.

Stowa kluczowe:

flawonoidy, liposomy, komorki nowotworowe, mikroskopia elektronowa, FTIR
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