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Wy kaz stosowanych skr -t - -w

A549-1 i nia kom-r hhowarlobdaokioengg kowego raka pg.
ABP280-bi agko wi NUNce aktynn 280, filamina A
A/H1NL1 - podtyp wirusa grypy typu A

A/H3N2 - podtyp wirusa grypy typu A

AIDS-zesp-§ nabytego niedoboru odpornoSci
AP-1-czynni k transkrypcyjny, biagko aktywuj Nc
ATP - aderzyno5 -Nifosforan

B - typ wirusa grypy

Bad-bi agko proapopte&tyczne z rodziny Bcl
Bak-pr oapoptotyczne bi-Zago z rodziny biagek B
Bax-bi agko z rod22iny genowej Bcl

Bcl-2-bi agko bl okuj Nce apoptozh

Bel-xL-bi agko bl okuj Ncel2apoptozfn z rodziny Bec
BKca-kanagdy potasowe o duUym przZwodnictwie e
Cace2-l udzka | inia kom-rkowa gruczolaka okrinU
CAMP - cykliczny adenozyn@d Nimé&ndipsforan

CD24-kl aster r-Unicowania 24

CD44-k 1l aster r-Unicowania 44

CDK-k i n a z ye od gytbkin U n

CFTR-bgonowy regul ator przewodnictwa, biagko
cGMP- cykliczny guanozyné8 Njmanblpsforan

CHO-l1 i nia kom-rkowa unieSmiertelnionych kom:
COX - cyklooksygenaza

CYP1lA-podr od z i weytochnomuyPbo



CYP1A2-podrodzina enzy440w cytochromu P

DO-t l enek deuteru, woda cinUka

DHR123- dihydrorodamina 123

DMPC - dimirystylofosfatydylocholina

DMSO - dimetylosulfotlenek

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy

DPPC- dipalmitylofosfatydylocholina

DSC-r - Uni cowa kalorymeria skaningowa

ECG - epigalokatechina

ECM-macierz zewnNtrzkom-rkowa

EGCG- galusan epigalokatechiny

EGFR-r eceptor czynni ka wzrostu nask-rka

EPR- elektronowy rezonans paramagnetyczny

FAK-kinaza pgytek przylegania, cytoplazmatyczna
FBS-pgodowa surowica bydlnnca

FLIM-mi kr oskopia obrazowania czas-w Uycia f1
FTIR - spektroskopia w podczerwieni z transfarrtFburiera

GPI - glikofosfatydyloinozytol

GUV - wielkie jednowarstwowe liposomy

HA22T/VGH-odr - Uni cowana ludzka linia wNtrobi ak:
HDL-I i poproteina o wysoki e] gnstoSci
HeLa-1 i ni a kom-rkowa | udzkiego raka szyj ki ma
Hep2-1 i ni a kom-rkowa | udzkiego nowotworu nabg
HepG2-1 i ni a kodnzkkega@a mawot woru wNtroby

HIV-l udzki wirus niedoboru odpornoSci
HL-60-1 i ni a kom-r kowa |l udzkie]j ostrej bi agacz

10



HSF-1 i nia ludzkich fibroblast-w sk-ry czgowi
HSP-bi agka szoku cieplnego

HSV - wirus opryszczki pospolitej

HUVEC-li ni a kom-rkowa ludzkich kom-rek Sr-dbg
IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu

IAA - kwasindolilo-3-octowego

IL-1b - interleukina b

IL-6 - interleukina 6

IL-8 - interleukina 8

INOS - syntaza tlenku azotu

IUPAC-Mi ndzynarodowa Unia Chemii Czystej i St
LUO-f aza ciekgokrystaliczna

LAD - lenzozyd A

Lb-f aza Uel owa

Lc - faza krystaliczna

LDL-I i poproteina o niskie]j gnstoSci

LOX - lipooksygenaza

LPS- lipopolisacharyd

LUV-duUe jednowarstwowe | iposomy

MCF-7-1 i nia kom-rkowa |l udzkiego raka piersi
MCF-7/ADR-l i ni a kom-r kowa raka piersi odporna
MDA-MB-231-1 i ni a kom- r k owa grpcaolakorakampiera uj emnego
MDR -opornoSi wielol ekowa

~

mitoBKca-mitochondr i al ne kanagy potasowe o duUym p

ca*
mitoKatr-mi t ochondri alne kanagy potasowe aktywo

11



MLC-l ekki QdgaCcuch miozyny

MLCK-ki naza | ekkich gaGuch-w miozyny

MLV - liposomy wielowarstwowe

MMP-met al oproteinaza macierzy pozakom-rkowe|j
MRNA - matrycowy RNA

MRP-1-bi agko opornoSci wielolekowe|j

MVV -wi el opncherzykowe | i posomy

NF-e Bj Ndr owy czynnikdppatBr anskrypcyjny
NMR-j Ndr owy rezonans magnetyczny

NO - tlenek azotu

O* - anionorodnik ponadtlenkowy

OHA- rodnik hydroksylowy

OLV - liposomy kilkuwarstwowe

p2l-i nhi bitor kinaz zaleUnych cyklin
P338-1 i nia kom-rkowa mysi e]j bi agaczki
p53-czynni k transkrypcyjny indukuj Ncy ekspr e:
Pbpof wgda faza Uel owa

PBS-roztw-r sol. fizjologicznej

PC- fosfatydylocholina

PCK-ki naza biagkowa C

PDGFR-r ecept or pgdgytkopochodnego czynnika wzr o
PE - fosfatydyloetanoloamina

PG - fosfatydyloglicerol

pH - skala pomiarowa, uiemng zi esi At ny |l ogarytm stnUeni a

roztworze

P1 - fosfatydyloinozytol

12



PIP3- kinaza 3fosfatydyloinozytolu
PKC-bi agkowa kinaza C

PM70l-substancja o dzi agamiau upgrad excyi v cowdoutkw o rpe

moczu wiel bgNda
PS- fosfatydyloseryna
PTK-bi agkowa kinaza tyrozynowa

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

przez grzyb@8eauveria bassiana

RNA - kwasy rybonukleinowy

ROS- reaktywne formy tlenu

RPMI-podgJoUe wzrostoswewanetdaymog dwlei skom- r ek
RSV-syncytialny wirus nabgonka oddechowego
SEM - elektronowy mikroskop skaningowy

SGLT-1 - kotransporter glukozowsodowy

SM - sfingomielina

SUV - ma gednowarstwowdiposomy

SV40-Si mi an wirus, pwilr wsmamwdlraaBNaovwy do

TIG-1- i nia embrionalnych fibroblast-w z pguc
Tm-t emperatura gg§-wnego przejScia fazowego
TNF-U- czynnik martwicy nowotworu

Uo3d7-I i nia kom-rkowa ludzkiej biagaczki monot
UV - promieniowanie ultrafioletowe

UVs - liposomy jednowarstwowe

VEGFR-r eceptor czynnika wzrostu Sr-dbgonka ne

13



Streszczeni e

Lenzozyd A D -3-Q-[6-0-&-koteito)-byDrglukopiranoy | o ( :bYD2 ) ]
galaktopiranozyle/-O-b-D-g | ukur opi ranozyd) j est pochodn)
fl awonoi d- w, zwi Nzk-w pows z e @hostatdm omasie t 1 p u j
flawonoidy stagy sif zeazwedglimdemndiicehychU
biologiczne i farmakologiczne. Badariia vitro, jakin vivop ot wi er dzaj N i ch |
dziaganie, zar-wno na poziomie kom-rKki j ak
przeciwzapal ne, przegi wmnaUdUyomwe, Sactzeal ¢
aktywnoSi przeciwnowacowwodziowgdywdeidayin awon e i
kom-rkowa. Jemabzyd kv p 8t e nowo wyi zol owanym
nadzi emnych c¢ziS clienssuirari edmiamyVinajaadate) bonygest (
bardzo mago danych | iteraturowych na temat

roSliny.

Gg-wnym celem pracy doktorskiej bygo ok
wchodzenia w interakcje z bgonami (zar - wno
sposobu oddziagywani a tpezgamie lokelizahjizikotentatjpa ~me m
flawonoiduwb g o n a whc enraaz kut k- w jego dziagania na
i nterakcji fl awonoidu z bgonami oraz pot wi
nowot worowo zmienione kom-rKki, posguUono s
takimi jak: absorpgj na spektroskopia w podczer wieni
j Ndrowy r ezona'HdMRnagm-edryicemmwa (kal orymetri a
mi kroskopia obrazowani a c z a s-clamp, Banamisgnaf | uor e
skaningowa mikroskopi@ | ekt r onowa ( TEM, SEM) , mi kr os k c
fluorescencyjna i cytometria przepgywowa. V
badawcze takie jak liposomy wielowarstwowe (MLV), wielkie jednowarstwowe liposomy
(GUV) s p o rdipdimitylofosfatydylpcholiny DPPPQ or az hodowhe kom-
vitro: linie nowotworowe raka szyjki macicy (HelLa) i raka krtani (Fep or az [ i n

prawi dgowN fibroblast-w sk-ry czgdgowieka ( HS

W badaniach wykazminot, otlheé el ewpzjoyawad nPfa mo
sporzNdzonbudo®wBPE€. sin do | iposom-w i wiN
14



| i pid-w za pomocN wi NzaE wo @i@iPOiGaghupamio mi 1 d z
hydroksylowymi flawonoidu.

Ponadto, wyniki WNMRymabs8Ctephwnkgmi Ue L
dziaga usztywniaj Nco na bgony DPPC oraz po
Stwierdzono niewielkie obniUenie t eSwpiear at u
fazowego oraz obni Ueniei kenpal pt ywkanalScriy me

Zastosowanie techhiakiar ENI Mrwekhaaa§dd badane:q

do pgaszczyzny dwuwarstwy | ipiclampj udagéaol
st wlizeiri moduluj Nce dziaganie flawonoidu w
Lenzobydi Ani ag bowiem aktywnoSi kanagdg-w po
sk-ry czgowieka, co przejawigo sinfn ich Z Wi

Badania za poncvy ktoencahnnei kri a FKTd m-vitrdk ac h  z

potwierdzigy, Ue badany zwiNzek oddziaguj
bi agkami j ak i | B apdi adnaymi f |tayweohn oki odm - w catlimid z i w
cholinowymif osf ol i pi d-w k@mprook zHelLa wiorHemi e wi N
z grupamii PGy oraz ugrupowaniem©-P-O-C gg:-w pol arnych. Lenzo
wpgywa takUe na profil spektralny biagek z
struktury dugor zndowe|j oraz obniUeniem ich iloSc
prawi dgowe | ini. HSF indukuj Nc wytworzenie

powoduj Nc niewielkie dziaganie usztywniaj Nc

Wy niukziy s kane, za pomocN testu czerwieni
uj awnizjayl eUOne od | inii kom-rkowej obni Ueni
|l enzobwyadhi Awi el kim stopniu wpgywa na przelUOy
kom-r ki rmeakcai csyz ycjzkjiowi eka. Jego cytotoksycz

indukcj N apoptozy w kom-r kaeh zmdwdti vba rodw yacsh
czgowieka nie sN wraUliwe na dziaganie bada
Anali zy kom-r ek z u bhyi elekeamowd] &ransmisyjriejii  mi k r

skaningowej jak r-wnieU mikroskopi.i Swi et | n
|l enzozydu ADb na kom:-r ki nowot wor owe. Obsery
parametr - w mor fometrycznwehkid. postadadgyu
charakterystyczne dla kom-rek apoptotyczny
redukcja | ub wutrata mikrokosmk: w, pofr agme
cytoplazmy, obecnoSi autolizogamive,nicebednio§

15



apoptotycznych. JednoczeSnie lenzozyd Ab r

fibroblkagty-wzgowi eka.

Ostatni et ap bada®& obej mowag okreSleni
oksydacyjnego w kom-rkachneBazdiaajanwgkawiaNy
indukowad stres oksydacyj ny iw jkedm adckzaecShnilei

dziaganie antyutleniajNce w stosunku do kon

Podsumowuj Nc, wyni ki zawartevawi eroz2zppmawize
Abna bgdgony kom-r kowe. FIl awonoid wchodzNc w |
w tlyimpimdemidr an, zmienia ich dynamiczne i st

jako skut ki oddziagywania fkKoamomioomur, kaadh e
nowot wor owych, mor fol ogin i ultrastrukturn,
apoptotycznych. JednoczeSnie zwiNzek nie in
nie wykazuje dziagania cyt ot oktseggzxiz nkeigang enko.b e
wgaSci woSci blcznyzmdazNydgo Apotencjalnym Srod

samodzielnym [ ub stosowanym w terapii skoj a

Sgowa Kkluczowe:

flawonoidy,l i posomy, kom-r ki nowot worowe, mi Kkr osk

16



Summary

Lensoside A b (quercetin 3-O-[6-OE-caffeyl}b-D-g| ucopyr anbDsy | ( 1YVY:
galactopyraoside7-O-b-D-glucuropiranosidejs a derivative of quercetin and belongs to
flavonoids, compounds commonly found in plants. Flavonoids have recently become the
subject of numerous studies due to their different biological and pharmacological properties.
In vitro andin vivo studes confirm their positive effect, both at the cell and the whole
organism level. Theyexhibit antioxidant,antrinflammatory, antiatherosclerotic, anti
allergic and otheactivities Their anticancer activity is particularly important. One of the
targes for flavonoids are cellmembrans. At the same time, leosi de Ab i s a
compoundsolated from the aerial parts adiblelentil (Lens culinarig cultivar Tina. So
far, there is very little databout secondamnetabolites isolated from the leaves and stems
of this plant.

The mainaim of the doctoral thesis was to determine the ability ofdeieA b t o
interact with membranes (both withembrandipids andproteins), to determine how this
compound interacts with membranes, inwestigate itslocalization and orientation in
membranes, and to evaluate its effectatmrcells. In order to explain hothis flavonoid
interacts with membranes and to confirm thituience of these interactions normaland
cancercells, various research methods wappliedsuch as: Fourier transform infrared
absorption spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonaiteNMR), differential
scanning calorimetry (DSCgyonfocalfluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM),
patch clamp, transmission and scanning electron microscopy (TEM, SEM), light
microscopy, fluorescence microscopy and flow cytomdtrythe experimentsnultilayer
vesiclegMLV), giant unilamellar vesiclg$UV) made of dipalmitoylphosphatidylocholine
(DPPQ andin vitro cell cultures: cervical cancer (Hel.&gryngeal cancer (Hep) lines and
humanskin fibroblast lingHSF)were used.

The studieshaveshownthatlerso si d e ADb sffeags onmiodelarembraheg
formedwith DPPC.The tested compoundcorporatesnto membraneand binds to thipid
polar headyroupsby hydrogen bonds between thé O P17 O1 Csegmentand hydroxyl

groupsof flavonoid
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Moreover 'H NMR and DSCanalysis showethat the tested flavonoid hasdering
effect on DPPC membranes and changes their physical properties. A slight decrease of the
main phase transition temperatuthe disappearance of tpegransition anda decrese in
the calorimetric enthalpy and the -operativity of the transition were found. FLIM
investigation has revealewughly parallel orientation of theexamin& compoundwith
respectto the membrane To determine the modulating effect of testiéalvonoid on
membrane transport protsirpatchclamp techniquevas usedlLenso s i d kaschanged
the activity of potassium channels in human skin fibroblasts, which resulted in their
increased opening.

FTIR analysisconfirmed that the tested compoumateracts with both proteins and
lipids of thecells at the molecular leveTlhe studied flavonoid interacts with the cell lipids
in the region of the choline heads of phospholipids HelLa and Heg2 cellsvia the
formation of hydrogen bonds with thePQy groups and the ©-P-O-C segment.The
lensosideA bclearly affects the spectral profile of proteins from the amisigekttral zone
which was manifested by changes in their secondary structure and reduction in their amount.
On the other handt iacts differently on normal cells of the HSF libg inducing the
production of additional proteins and a slightleringeffect of the lipd fraction of thepolar
head groups region

Results obtained by the neutral red and the LIVE/DEAD stest
have revealed cell line- dependent reduction in cell viabilitkerso si de Ab has |
shown to have little effect on cell survival. It has the gsgagtfect on human cervical cancer
cells. Its cytotoxic effects correlated with the induction of apoptosis in HeLa and-Blep
cancercellswhereashuman skin fibroblasts are not sensitive to diitoxic effect of the
tested flavonoid.

Cell analgeswith application oftransmission and scanning electron microscopy as
well as light and fluorescence microscdmwe showithe effects of lesosideAb on canc et
cells. Changes in their shape, surface, morphometric parameters and ultrastructure were
observed. Cells had features characteristic of apoptotic cells, such as: shrinkage of cells and
nuclei, reduction or loss of microvilli, fragmentation of chromatin, strong vacuolation of
cytoplasm, presence of autolysosomes, presence of membranecttos and the
appearance of apoptotic bodies. At the same timespleni de Ab di d not C

morphology and ultrastructure of normal human gikiroblastcells.
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The final stage of the research involved
of oxidative stress ithecells. Studies have shown a deat mode of action of thetested
compound. The flavonoitlasinduced oxidative stress in HeLa and Hgepells and at the
same time showed an antioxidant effect on normal human skin cells.

In conclusia, the results included in ihdissertation confirmed the influence of
lensosi de Ab on <cell me mbr anes. By thecells,er act i
including the membrane lipids the flavonoid changes their dynamic and structural
properties. Asa result, of s interaction changes ina morphology and ultrastructucd
cancer cells which is mostly consistent with éhapoptotic cellphenotype are being
observed Simultaneously the examinedcompound does not induce apoptosis in normal
cells, does notlso exhibit cytotoxic activityagainst them and enhancesheir protein
synthesisSuch propertiesoflao s i de Ab make it a wpseddlemat i al

or in combiredtherapy.

Key words:

flavonoids, liposomegancer cellselectron microscopy, FTIR
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| Wst np

RoSliny od dawien dawna bygdgy wykor Fys tdywe
pokar mu awecel avalh elUeczniczych. Fitoterpapi s
substancji pochodzeniao S| i nnego byga stosowana juU pon
Sumer -w i Chi zyk-w, ai¢ejluo0zwwcrz,zaashNp
sprawN Hipokratesa, Di oskurydesa oraz Gale
dziaganiu Ilzeckthircyym otrzymywano napary, el
[Wieczorek i in., 2006 W latach trzydziestych XX wieku, po otrzymaniu pierwszego
syntetycznego chemi oterapeut yku, nast Npi §

syntetycznych.Syntetykich ar akt er yzuj Nce sifn szybkim i

naturalne |l eki roSlinne i stadgy sSif powszec
terapeutycznego, odkryto r-wnieO ni epo UNd
ZauwaUono, Ue tnolgiNe powmgdtoavradj wy mi oty, bieg
a takUe dziagal hepatotoksycznie i nefrotol
ukgadu krwionoSnego. W dzisiejszych czasach
dziagani e msattamrajlinyrcdhSlsiunnych oraz ich nisk
ich stosowani a, a roSliny oraz surowce z ni

wielu badaczyDrozd, 2012.

Substancje czynne wystfipuj Nce wnadwe! i nac
grupy: produkty metabolizmu pierwotnego (metabolity pierwotne) i produkty metalolizm
wt - r nMegtoabol ity wt-rne sN niplkdgoi Nstyec z kuo wn
funkcje ochr ¢Sadowskdiins2pln SNoweg nt et yizeokma-nrey d by |
kom- r kach, t kanka@®rho ntazdyz No rsg ain agrhzede wszyst
przestrzeniach mi idzykom- r k dgkMyoczhk oiws Jknia, plom
Podzielil je moUna na trzy podstawowe grup
orazzw Nz ki fenol owe. Do tej ostatniej grupy n
w roSPiasadBs ki]. iZénwzglRO®9 na swoje szerokie
okreSl ane sN [Czadzoy, 2000 t Z i n & n @ vilboajak a in ivivo
pot wi erdzaj N I ch dziagani e antyoksydacyjn
przeci wmi aUOdUyc owe [Czedzett 2000;sMakineFlokez iein., 200k n n e
Dzinki swojej aktywnoSci bi ol ogkelekpwtergpi mo g N
wiel u chor-b, w tym chor-b nowotworowych.
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ll1lBudowa chemiczna i podziag fl awonoi

FIl awonoidy sN powszechni-tenylyeszoappony Wc y mi
swoj ej str uktautrozneo wya wsizekriaejlNe t1 5w flalvamw e opar t
C+Cs), kt-ry tworzN dwa pierScienie benzeno
pierScieniem pi[VajewskaiCaedzot, 200$Ryci)u ( C )

Ryc.1Wz - r podstawowego szkieletu wnglowego fl awo!

Naturalnie wystinpuj Nce zwi Nzki flawonoi d
hydroksyl owe: dwie w pierScieniu A W pozyc]
Zwi Nz ki te snogNobedmd8ci N podstawni k- w, k

hydroksylacji, metylacji, agtylacji i glikozydag i w r-Unych plHemicj ach
in, 2000. ObecnoSi oraz r-Une pogoUenie podst :
odmi enne wgdaSci wloiSzycznteemti xame zwi Nzk - w, C
indywi dualny metabolizm dan ktgkparypksydddygneu or a
dzi @fhmawonoi dejvegtwi NzdnczbN i pogoUeniem
wi Aksza il oS tych grup w c pedbsd miczFaeni W
pr zeci wulRite€vansd in. NLOE

FIl awonoidy w roSlinach mogN wystfApowal w
postacig!l i kozyd-w czyl i w podgNczeniu z cukram
naj cznSci ej3, readzipgjorzGAt 643i6 -5Ccy G7. W formie gl ik
najczfniSciej wyst npouljeN fDOocagwbenzye no rea zc zfddsat veocrz e
aglikonuflawm oi d - w zwi nkéza r ohk ppsittonewapHyvBd ,na oi ¢
magazynowanie w wakuol ach. NajczniScieij pr zy
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ramnoza czy ksyloza. Rzadziej wystiapuj Ncymi
fruktoza, kwasglukuronowy i kwas galakturonowjMajewska i Czeczot, 20Q09Ponadto
flawonoidy npoogiN fdwgr zsyoobN pogNczenilab w po:
wy s t i pakowligd- i polimery (taniny)[Heim i in., 2002.

Zwi Nzki flawonoi dowedss M wklea sy fUink ccwawn eb unda
wedgwigidzynarodowe | Uni i C HUPAG, ang.l6teryasonat | [ S
Uni on of Pure and Applied Chemistrzgna opi er
pierScienia(premétieeEnad&goadmpicrzaNrsu eicz kwy b Ur
(Ryc.2.).

1 flawonoidy (pochodne2 enyl obenzopiranu), w kt-rych
W pozycji 2
1 izoflawonoidy (pochodneB e ny|l obenzopiranu), w kt-ryct

jest w pozycji 3

1 neoflawonoidy (pochodneBe ny |l obenzopiranu), w kt-ryc

jest w pozycji 4Moss i in., 199k

Flawonoidy Izoflawonoidy Neoflawonoidy

Ryc.22GJ - wne klasy zwi Nzk-w flawonoidowych wg | UP,

Klasy te sN biogenetycznie i strukturalni
chal kon. Na podstawie stopnia wuotblrennbiieenikal aos
flawmwonoi d-w moUemy wyr - -Unil nastipuj Nce podk
flawon3-o0l e | ub katechiny i antocyjanidyny. Zwi

wszystkimo b e ¢ n 0 S ¢ pdistawrk U wy @ h e acl$Ad B [&motewold i in., 20086.

Do zwi Nzk-w flawonoidowych zalicza sin teU
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pi erwotnej struktury charakterystyczne] dl a
otwarty pierScie® C, jak r-awnop&runarpegtina
benzofuranySyam i in., 2012; Detsi i in.,, 20DOWz ory poszczeg- Il nych |

fl awonoid-w zostadng3przedstawi one na ry

1ZOFLAWONY 3 o FLAWONOLE

w’~

Ryc.3.Naj waUniejsze klasy i podkl asy fl awonoi d:- w

12Wy st hpowani e

FIl awonoidy sN zwi Nzkami powszechnie wyst
je duUa r - -UnorodmwmSid.o Syigaenudovdi SNevivt inNazeka i &1 ny c t
alkaloidach (12 0 0) i terpenoidach (30 000)000 Obecn

struktur flawonoidowych r-U0UniNcych sifA bu

biologiczneflMa ol eps za i]. UDybsatnreykh u 2j0ad 0f | awba iy de o

kil ku czynni k- w, m. i n. od zmiennoSci [ St

Fr-dgem sN roSliny zarodni kowe,.Snacegni oiwe
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bogate we f | awo n o iAplageaes Asteracea®) BeetulaceBmssicaocede, i n y
Ericaceae, Fabaceae, Hypericeae, Lamiaceae, Polygonaceae, Primulaceae,
Ranunculaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulafidleedeo | ep sz a i Ur
2000.Zwi Nzki te obecne sN we wszystkich cznSc
kwiatostanach, nieco mniej w owocach, korze, drewnie, korzeniach czy nasionach.
GromadzN sifin gg§-wnie w tkankach zdolnych do
g N astym czy epidermi¢Agati i in., 2013. W kom-rkach roSlin cz
postaci gli kozyd-w rozpuszczonych w soku
krystalizacji w kom-rkach epidermy np. hesp
akacetynywe@yos kach okrywa[Mdgyptkepdzaewamwnpanek,

G- wnym Firl-adwjoenne Nd -pw z e d e wszystkim owoc
Szczeg-lnie bogate w zwi NzKki polifenol owe,
bez, aroniaczarna porzeczkd or - wnea y& a Es&k a j ejUg godrdpkea wi Sni a
WSr - d warzyw, najwyUszN iloSi flawonoid-w
czerwona cebula, szpika szalotka|RodriguezGarcia i in., 201 Ponadto, wyst:H
zboUach (jAczmie@&), gmuplkaocaygh pg@gnwii e ro
przyprawachRienks i in., 2017; Steadmaniin., 2001 MoUna j e znal e¥i r .
owocowych, zwgaszcza W soku jabgkowym, s ok
soku z cytryiy [Guo i in., 201B. Ichoke c no Si st wi erdzono r - wnieU
czarnej herbacie oraz zielonej hasieg Kokhar i Magnusdottir, 2002; Jandera i in., 2D05
Bogatym Fr-dgem flawonoid-w sN kakao or az
czekoladdTomasBarberaniin.,@07; Milleriin.,2006. Wy st npowani e gg- wn

flawonoid-w w diecie przedstawia tabela 1.
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Tab. 1. Wy st npowanie poszczeg:-| nydKarap20@k | as f |l awono
Podkl asa z\ .
_ Przykgad z| Wystnpowani
flawonoidowych
ccbul a, br ok
kwercetyna, kemferol, . . '
Flawonole . jabgka, win
moryna, mirycetyna o
wi Sni e
o ' pietruszka, seler, tymianel
Flawony apigenina, luteolina _
czerwony pieprz
owoce cytrusowe:
hespertyna, hesperdyna
Flawanony ) pomar a@&cze,
naryngenina
cytryny
o o roSliny strN
Izoflawony genisteina, daidzeina o
jej produkty)
katechina, epikatechina,| zielona herbatg, a b §
Flawon-3-ole . _ .
epigalokatechina czerwone wino, czekoladd
. . . jagody, jeUy
Antocyjany cyjanidyna, pelargonidyng _
truskawki, czarne porzecz
SpoUycie tych zwi Nzk-w zaleUy od nawyk:
produktach spoUywczych. Ponadto, na il oSi
czynni ki j ak: pogoUenie geograficzne, pr ak
kulturowe [Nielsen i in., 200B Na podstawie danych I itera

dzienna il oSi

50800 mg,

nat omi ast

fl awonoi d-w dostarczanych

\W

Pi s k u0g; &lolimeh OKatan, 1999
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1.3.Rol a fl awonoid-w w roSlinach

Flawonoidyd zi agaj Nc jako czNst ec z kkiuczewdrgmlaij o we

W rozwoju i NwzdajSNtireo SloiShiom.r-0UOne barwy dzi |
zapyleniairozsiewanianasidghl awonol e, fl awony, chal kony i
zabar wieni e, natomi ast antocyjany warunkuj N
Opr -cz nmigmujdRtzapach, jak r-wni elnus maokSsladwoy

sN rozpoznawane przezyJjewi erzplatsan §skndno sizm.c
Katechiny i procyjanidyny warunkujyn§enioa er pki

iforydzyna odpowi adaj N =z a[MijekirGasik,2009. mak grej pfru

Zwi Nz ki te chroni N roSliny przed niekor
Warunkuj N ich odpornoSi na suszfi oraz poma

temperaturowychWy k a z anwz i olhe tpych zwi Nzk-w wzrast a

czynni ki, m. i n. silnie nasgonecznienie, pr
met al e ci N (Midrzeak idnz 9014sFulsazwionoi dy | okal i zuj Nc
epider my | hi podermy | i Sci i godyg oraz w m
promi eni owania UV pegni Nc istotnN rolfi w oc

Takie wgdaSci wohScciwovbyarii kaj Mstzeczce ukgad-w c
pierScienia aromatycznego PonspgitoigUamyd m owil N
fl awonoi dowych do absorpciji pr omi grapi owani
hydroksylowych wichcz N's t ELid in.c1893;Ryan i in., 2002; Warren i in., 202

Zwi Nz ki fl awonoi dowe pegdni N rolfn regul a
enzym-w biorNcych udzi ag w szl akach syghna

enzymatycznych.Re g u | uj Nkwgsw indoliedroctowego (1AM ) w kom-rkac

Mono- | di hydroksyl owe formy flawonoid-w sN i
kom-r kowe. Niekt-re z nich, takie jak kwer
transportauksypd ac ob s i Rubery, 1988], Magol epsza i

FIl awonoidy odgrywajN istotnN rolfin w od
zewnintrznym. Pegni N funkcji repelent - w, od
wgaSci woSci wykazuj N taniny wy$QolnraijinNce w
2019. Niek t -flanmnoidymo gN dzi agal odstraszaj Nco na n

si A r o Sdmiemlakwercetyn& i mmycetyna (flawonole)o d s t r RaxlaphojusN
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similisi Meloidogyne incognitapodczas gdy geni steina i dai d
przedatakiemRadopholus simili§Wuyts i in., 200s. Ponadt o, dzi agaj N j a

czyli substancje obronne powstaj Nce na skut
Zwi Nzki flawonoidowe sN toksyczne wobec pat
chroni N roSliny p[daekiiE2009.nyDdi addreikej@mdeci
flawonoid-w, szczeg:-|lnie izoflawonoid-w opi

grzybni oraz uszkadzani u Beéeckmakiiny200Zkolgiony ko
i ch dz izeigbakieryjpejgsr zwi Nnakeé yazvacj N bi agek trans
kom-r kowe | oraz bi age k][Plapérdio.w2008;0Naquikingidnhy z a &
201(. Flawonoidy rozpuszczalnew g u s zzenziaecnhi aj N p gy nRPooa8tb, b o n
sN i nhi bi tichDMAMRNALNMighra enz, 2009; Haraguchi i in., 1998; Wu i in.,

2013. Zwi Nzki te, dzinki zdolnoSci do hamowat
zkwasami nukleinowymi | yub whkagkaNi rkapsedu
przeci wwySeways28¢ N

FIl awonoi dyakdz icazgN\esjtNeczki sygnagowe na Wwcz
st r Nc z kbakteyiiRhizobium Ni ski e stnUenpbél aryptdossyr
fl awonloti -dr av, z kjakd araktamtyma zakiesi¢ akotowe. Warg e ni na mo Ue
stymul owal kol oni z a cAzerhizéabmum zaalinodany/ebgter nin.,cy pr :
1999. Z kol ei l uteolina i chryzynaMedicoagod zi el &
sativag dzi agajthNe |jspbtobakiguiRhizebiumdo zainicjowania symbiozy
[Hartwigiin., 1990.Z wi Nz ki f Iwaywdozniceil daonvee pr zez kor zeni e
indukuj N tramadkriktpcj@& gRnodpowiedzial ne za
sygnag- - w pobudzaj Ncych do t worzeni a br ode
c z Nst e c Kkheerw éng H999; Makoi i Ndakidemi, 202 Ni ekt - re z ni
zar -wno indukowal , | awod[Derareim, 1996 Coopes 3004 s j i
Reddy i in., 200F. Przykgadem moUe byl dai dz eddma i g
Bradyrhizobium japonicum nat omi ast h a Bagrhitobiure melil@iKak pr e s j ¢
specyficzne dziagmnna mpozwalmi dakeé ewgaSci wy
gatunk-w r oS|I i[Jonemimt2Pd7k owat ych

Zwi Nz ki f loadwgornyowadjoNwer - wni eU rol A w zjawis
pomi ndzy korzeni ami roSlin Mo g eeld zniz n wmb
negatywny | ak inapeo pgroce$haw my 1990 plhTyifelium repensi
Medicago truncatula t wi er dzono podwyUs z o[RoNce zim,®G04;t o S|
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Schliemann i in., 2008 Pmadtq kwercetyna, glikozydy kwercetyny oraz kemferol
pozytywnie wpgywaj N na wzrost strzhipek i Z 8
z korzeniami lucernyTsai i Phillips, 1991

Flawonoidyu ¢ z e s t zjawiskmalelopatii czyli wzajemnych interakcjachinii d z y
roSlinavpidzi el ane komeni @z dloi SXriced oiwi dleaujzN wn 0
ki egkowahi eonasjMagadlzemeka i]. Uhrrzaynkegka d e 0ndo ¢
flawony wydalane przez jinczmi e E[Kbngimin,j Nce k

2007.

Opr - cz funkcjziwi BkszajnNyncthekt ipnoBi pierw

niezbindnych do wzrostu roSIlin. Gdy brakuj e
met al e, np. Uel azo. I t ak, i Medi¢agoasativanLlo i dy v
zwi fkszaj N dostfAapnoSIi | on [MWerzidleiina208}. i ani on -
14.Bi ol ogi czna aktywnoSI flawonoid-w

Flawonoidy s Nz wi Nz k a mi wy kazuj Nxiyani o gs zemokih a:
PosiadajN one wgaSciwoSci antyoksydacyjne
antymikrobiologiczne i przeciwalergiczné.e st t o zwi Nzane z ich st

obecnoSyxdmMN dddcstnawni k-w w czNsteczkach.

1.41WgaSci woSci antyoksydacyjne

Reaktywne formy tlenuang.r eact i ve oxygen species, ROS]
pochodnymi tl enu cz Ns tasonardirokvwpengdilenkowyarbdeik) N d o
hydroksyl owy, nadtl enek wodoru oraz tlen s
prowadzN do uszkodzenia kom-rek i w konsek
chor-b takich jak: mialUdO$ca, ceykchypcabyohbt
[Hanasaki i in., 1994 Aby zapobiec negatywnym skutkor
zwi Nzki o charakt®rzecawuybksydacyg dymagaj |
sN zdolne do zapobieganieami @t INeryicanisu fiz wir Nz
organell e kom-rkoweDaorpgeedeciswwktoldezrneina cazmyi . z a

~

flawonoidy.lchdzi agani e ochronne oparte jest na r -
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1) BezpoSrednie wychwytywanie woformylanlh r odn
(ROS),

2) Akt ywacja enzym-wchprzeci wutl eni aj N
3)y Chel at owani e jon-w metal.| przej Sciowych

4) Ograniczenie powstawania wolnych rodni k-
hamowanie enzym-w biorNcych udziag w icl

b hava oksydaza NADPH, mieloperoksydgza)

5) Ochrona niskods t eczkowych antyoksydant - w, taki
tokoferol przed utlenianierfProchazkovaiin., 2031

Dz i a Jaatyoksgdacyjpt ych zwi Nzk-w w dod lbedpwy mi er z
chemicznejflawa oi d - w, sozdc zl @ gc-zlbnyi @ pogoUeWysolkgNup

aktywnoSi przeciwutl eni aj 8lb8cntoySd h -34nalpe k a §
dihydroksylowych w obrnbi e pierScienia B (grupy

Ugrupowania te umoUliwiajN tworzenie wiNzeé
zwi nksza stabilnoSi rodni k-w fenoksyl owyc

pierScieniu B tymyoksydacgjiepMiagine edgszagahiler bamt
R-wnieU rozmi eszczwiniles 2 g c htNag rnudaSjces GN Sackt. y
wykazuj N czNsteczki posiadaj Nce grupy hydr
pozycj.i orto. Nawet emii @awiteg/lckhi ed gzmipaoawya By p @
metyl acja, mogN osgabial ich zdolnoSi do
wol nych [Aoodn ink 1968. Dziaganie flawonoid-w | a
zwi Nzane jest r-wni eU sylowyckw pofygionataT7ilub 85 gr u p
di dhydroksyl owych w pierScieniu A. ObecnoSi
kemferolu umoUliwia hamtwamniEs k p e]i letdtrgng d a 2j0i0
czynni kiem zwi Nzanym 2z alngaworksiydl-awyj egm de
wystihipowanie podw-jnego wi Nzani a-kqooi®i ndzy

hydroksyl owych w pierScieniu C. TalRice ukgad

Evansiin, 1996 Sugeruje sin, Ue zuastnyewpdywda
pierSciMegobheBsza i]. UDbaare&Si 29r0wWp hydroksyl
C3 i C306 zwinksza zdol noSi do hamowania p

wychwyt ywanie anionorodni ka ponadukrbwgahk owe g c
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w czNsteczce flawonoid-w zmniejsza ich akt.

| epszymi przeci wut [RicaBvansimal®®p ni U gl i kozydy

Zwi Nzki fl awonoi dowe mogN r-wnieU dziaga
wolnych rodit k - w, takich |jak ani ¢)%mdnik Hydrokkyloyonadt |
(OHﬁ)czytIenek azotu. Wynikiem tych reakcji | e:c
fl awonoi dowych, kt-re majN zdolnoSi do st al
el ekt[Magowepsza i Urbanek, 200.0; Pietta, 20C

FIl awonoidlyl ma$iN ¢do indukcji enzym-w det ok

oksydoreduktaza chinonowa NAD(P), transferaza glutationowa czy transferaza UDP
glukuronozylowa), kt-re chroni N przed el ekt
oksydacyjnymZwi A kaktay WeamASym- w antyoksydacyjnych t

ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa oraz katfMidleton i in., 2000.

Fl awonoi dy cheatgwh jonyarkedeal i pr z egdSwskystkiny c h,
miedzi ¢zKktUeleamdhi katealkici at @r owadzNcych do
hydroksylowegoT a ki e wdaSci woSci sN zwi Ndiydraksyz obec
w pi er Sc-ke®mn3hydrok8y,orazdketo, 5Shydr oksy w pierScieni
fl awonoi du. Za t wo jozamin miedzi kCémadpowikds - gmpa
katechol owa Ww[Arg i Pytk@xska,e200Bu FBl awonoi dem wyka
zdol noSi do chel atowaM iNddemet fhimpji Warkdidal wer c e
in., 1997 Ponadto, kwercetyna jakioryngt wor z N k omp | e k s fjKopacz k a d me 1
i KuFniar, 2003].FCawebdiady d=ninki20Adol noSc
przej Sciowych, op-¥fniaj N procesyutstzayrmug i e
prawi dgowe [Aict$Pykosvska, BOOEK r wi

Jednymi z g§d-wnych niskoczNsteczkowych pr
cyt ozoltuo koorfaezr o w bgonie kom-rkowej [ |l udz
(LDL). Liczne badanian vitrop ot wi er d z aj N poprieechefatoveamieometali d y
przej Sciowych, istotnie zapobiegaj N utleni s
grup hydroksylowych przy at oma orazuwir gilpao wa @ o
3-hydroksy4-karbonylowych [Ostrowska i Skrzyi@wska, 206].Ponadto kwercetyna i
mryc et yna dzi ag aqgkdleroffZzhhriing 2000iPeo drosb nle dzi agani e
wyci Ngi z zi el onej herbaty zawieraj,Nce e
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epi katechinn or az gsatloupsnaino weop itokedgt@enceluizkiohyN Uk t -
lipoproteinach LDL[Zhu i in., 1999.

I nnym mechanizmem antyoksydacyjnego dzi
aktywnoSci enzym-w uczestniczNcych W enzyn

jak fosfolipaza A2, lipooksygenaza czy cyklooksygengiegddleton i in., 2000.

Niekt-re flawonoidy mogN wykazywal dziag
maj N gg§-wnie zwiNzki, kt-re w swojej stru
pierScieniu B kdteohblowdg@po uip,0l89E niW zal eUnoSci o
zwi Nz ku, typu kom-r ki oraz warunk-w prowad
mogN dziagal | ak o tlepiaczddatsuwiunt200bni acze | ub u
1.42WgaSci woSci przeci wzmpalne i przeciwaler

Przeciwzapafhawdaroiad-ami ewi Nzane | est z
regul atorowych oraz czynnik-w transkrypcyjn
medi ator-w stanu zapalnego. Zwi Nzki te sN i
takich jak syntaza NO (iNOS), cyldésygenaz® (COX-2) i lipooksygenaza (LOX)
[Majewska i Czeczot, 2009 Api genina oraz kwercetyna zm
COX-2 w kom-rkach indukowanych LPS natemiast
2 jak i i NOS. Ni e k't - cegnafkeénmgpferol,nkkearcdtyna itmarknae | a
hamuj N aktywnoSi[Yaoliiip,02083sy gCeenaemy dzi agani a
fl awonoi dowych jest r-wni-ef) czknni ¥ 1§ &g ulowj
gen-w dla chemokin i c y tstées fazy. Penadtozflawmm@oildyn y ¢ h
wpgywaj Nkom: r ki ukgadu i mmunol ogicznego, pr
bi or Ncych udziag w reakcjach zapa(TNRU)h t aki
czy interleukiny 6 (11-6) i 8 (IL-8).Katechinaikwerctey na dzi agaj Nc synerg
aktywnoSi clyidbilka KNMFei genistelUnadill-zmni ej
1b w mysi ¢ch RAWM ikdukoWwaayghal®®m [Noreen i in., 199B Zwi Nz ki
fl awonoi dowe wykazujN r-wnieUO aktywnoSi pr
hamuj N uwal ni ani e -mediatos bdozyny tlergicznbireataaim,i n y
2000. Z kol ei baikaleina bl okuj e dwywl zeioezl yannoi f ei
w kierunku ogniska reakcji alergicznej i zaostrzenie odpowiedzi zapg®ia&pjima i in.,
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2007. Dobrym przykgdgadem przeci wal ergicznego
wyizolowana zClerodendrum petasitdsr 0 S1 i ny st orsiowaasetj mw. | Z2wizN;
roz|l u¥Fnia miiSHaeekagngiand R0Qle t chawi cy

1.4.3. WgaSciwoSci antybakteryjne

Jednym z gg-wnych globalnych problem-w
dl atego istnieje potrzeba opycach@Guwhrniani a no
Lamb,201]. BezpoSrednia aktywnoSi antybakteryjr
ggd - wnymi mechani zmami dzi agawms zak a bBejnNpi er
cytoplazmatyczne (poprzez pler fRrzawxgGadiw zi1
gal angina powoduj Nca zn ac StapNyloaodcus aatréusop ot a s u
wskazuje na bezpoSrednie uszkodzenie bgony
zahamowaniem syntezy kwas - w n togolzamerazg)wy c h
[Cushnieilamb, 20Q5Wy k az an o, Uhea nug mei sstyemitrea i zar - wno
w k o m-: Yilirialaiveyi[Ulanowskaiin., 2006 Ponadt o, fl awonoi dy
met abolizm bakterii. WaUnym aspeéektreishnd 2i0ag
wpgdgyw na biofikiwywakangt eeyj bhakt er iedgrhyowajbht
i stotnN rolfi w patogenezi e [Widekitnel®d9;iLiiio,r az o0 p
201. Wykazano, Ue fl awonoi dwrez hakterie jtakie jadkwo r z e
Streptococcus mutans, Aeromonas shydrophitlecherichia col{Lee i in, 201]. Ponadto,
naryngenina, kampferol i kwercetyrmgran i ¢ zaj N t wor zREooli kolejsyinii b i o f

mechani zmem jest tworzenie kompleks-w z el €

konsekwencj.i hamuj e dal s zKWercetgna € everatrolwva kt e r |
kom-r kach ludzki ej i nii bi agaczki ez U937)
Salmonellatyphimuriuntmn amuj N namnaUanie sin bakterii or

skutkami infekcji bakteryjngjPaolillo i in., 201].

1.4.4. WgaSciwoSci przeciwwirusowe fl awonoi

FIl awonoidy zmniejszawNrndownoS8dizkrzaka¥Fne

tym adenowirus: - wjrusv, zelpModu e crhoozw eogdoc z &S w
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retrowirus- - w, Wi rusa opryszczki, wi rusa 0
rotawirus:- w. Takie dziagani e wyecpikaeehipal kwer
epigalokatechina, rutyna, morynacankf er ol . St wierdzono, Oe f1
dziaganie wobec wirusa opryszczki pospolite
przeci wwirusowe tych zwi Nzk-wugwj Nzake isNo
gospodarza. Flawonoidyno d u lpujzN g Nczanie sifin wirusa do
wprowadzani e materiagu genetycznego do kom:
wi rusa, t worzenie kompl eks - w gusaikwomieneet ei n o\
wirusa.Dz i agawmMi eU na sygnalizacjfi kom-rkowN ¢
czynnik-w biorNcych udziag w tr a@Gshieypcij i
Lamb, 201]. Wi nkszoSi bi ofl awonoi d-w waniuygwa na
tworzenie wirusowego DNA Ilub RNA. Baikalina jest inhibitorem replikacji wirusa
natomi ast apigenina i chryzyna hamuj N trans
nawirusy RSV,wirus opryszczkiHSV-1) orazwirus polio[Kaul i in., 1983. Katechny,

taki jak EGCG oraz ECG sN inhibitorami repl
jak A/HIN1, A/H3N2 i B[Song i in., 200h Z kolei apigenina i luteolina wyizolowarze

Elsholtzia rugulossHe ms | ., tradycyj nej ,&him@skiNiyewn orSd S|
neuraminidazy wirusa gryp§H3N2) [Liu i in., 200§. Ponadt o, bai kal i na |
bl okowal l udzKki wirus cytomegal i i, na r - |
wni kani e wirusa do kom:-rKki gospedanyzrca, bnatgae
wirusa[Liiin., 201§. Ponadto genisteina jest inhibitoc
takich jak adenowirusy, HSY, HSV-2, HIV, SV40 czy rotawirusyLi i in., 2000; Yura i

in., 1993; Lyu i in., 2005; Dangoria i in., 1996; Andreas i #009. F| awonoi dy mo

znal e ¥i zastosowanie w terapid. Al DS. Jest
aktywnoSci odwr ot nej transkryptazy. I nhi bi
baikalina, kwercetyna i mirycetyia | i EBs ka i Kiersztan, 2004

1.4.5. WgaSciwoSci przeciwgrzybicze flawono

F| a wo n anhibitgramskN e §J kapwa migennych zarodni k- w 1
maj N zdol noSi do zwal czaliicazrnenfle&kcgrni armotbw
dziagani e pr z e cCandida spp, bAspergilles spp o Geetrichum spp.,
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Cladosporiunspp.,Penicilliumspp.,Deuteophomaspp.,Trichophytorspp.,Dermatophyte

spp. iFusariumspp[Al Aboody i Mickymaray, 202D Zwi Nz ki te hamuj N r o]
z a pomocN r-Unych mechanizm-w takich | a
dysunkcjonowanie mitochondi - w gr zy b a, tetyaSmwa waannyi e k osny-nr k o
(popr zez i nhglbukcgn- ve yintcehziyt ybny) |, hamowani e
synt ezy RMNAAbaddyb Miekgmarkay, 202D Dziaganie przeci wg
zwi Nzk-w zwi Nzane jest takUeczaltmwypmizebi aml
obecnymi w Sciani e kom-r kowe | grzyba. Gl
Glycyrrhiza glabra h a mu ] e Candmav alpicans, Candida tropicalis Candida
neoformans Candida glabratap opr zez def ormacj i Sciany kom
pr zepuszczal noSc[Liubin, @04. Inkyminl a Wwowej dem wykaz
dziagani e przeC Ciabigansi gt c 2@ i gwa b eblajereaczhw -nja , |
strznpek tego gr zybal[Hanr20Q]. 2 kakei leveréetyneai gost e
nayngeni na s N i n h.alicahsoS: cerevisiagnizin.,®817.u C

15.Fl awonoi dy w profilaktyce i terapi.

Ze wzglndu na szeroki zakres farmakol ogi
stosowane w profilaktyce i |l eczeniu stan-w
sercowmenaczyni owego czy cukrzycy. Jest to w du
anyok sydacyj nN i przeciwzapal nN. Szczeg- |
przeci wnowotworowe . Wykazano, Ue flawonoi d

r-Unych kom-rek nowotworowych jedndSakgzeSnie

2014. Ponadt oe flawekhobidy taki e j ak kat ec
neuroprotekcyjne i mogN zmniejszal Wy st Ry
Alzheimera czy demendjHorakova, 201l Z kol e i izofl awony {§gagoc

[ zapobi egafONzewskat 20@8p or oz i e

1.51WgaSci woSci przeci wnowotworowe

Liczne badania epidemiologiczne jak i kliniczne potwiardz N wpgywwfl awon
zapobieganiu i l eczeniZwi Nhbir - & e n dvaartuy o\r o pv
nowotwor -w jak r-wnieU wpgywajN na rozrost

[Mal i Bska i K iV pstamnithalatgch ilehmnie badano zastosowanie
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f 1| awo n oaz idh syntetyaznych pochodnych w leczeniu rgdaika, piersi, szyjki
macicy, trzustki i prostatjBatra i Sharma, 2013 Ni e k t ,- takee jak kwerdetynia,

genisteina i flawopiridol wRavighdnkariun., 2083 ej n N
Zwi Nzki te mogN hamo warlicjadi, @monsoyjiri pragesjiesttéd na e
zwi Nzane nie tylko z ich wgdgaSciwoSciami ¢
mechani z mami t aki mi ] ak Il naktywacja czynni
kom-r kowego, i nrd-ulkrcij cao vaaproipat,0 zzyahhamowani e pr

oraz metastazy, a takUe [Rep iy, 200R Ha pozpmie no S|

mol ekul arnymwpgwinbhg Kk i ntaczy bi agkowe (kinaza
serynowetyrozynowe), receptory czynnikawz r ost u nask-rka ( EGFF
pgyt kopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR),
naczyni owego (VEGFR) czy kinazy itatebtmé od
W rozwoj u [SomghoAgarwat, 2006

Istotnym mechani zmem zwi Nzanym z chemopre
fl awongiesd- wch wpdyw na enzymy metabolizujl
odpowi adlkij WowaajSn wielu prokarcynogen-w do r
Fl awonoidy majWNamalwd miosSinidekt - -rych izozym-w
jak CYP1Al czy CYP1AZMarchand i in., 2000; Tsyrloviin.,, 19p4 Ponadt o, s N
odpowi edzi al ne z dazydl biotransfarmgciji(traesferaza giutationowa,
reduktaza chinonowa, transfeeaUDRg | ukur onowa) , kt - recjibiorN
kar cyn ¢Rpreim., 2008

JednN z cech charakterystycznych nowot w
Fl awonoi dy a maanlgi i |eu i nii kom-r kowych | u

jednoczepkarupNe dziagani a kokspyre&wiedgdpo wy csht

Jest t o zbwioNkzoawnaeni em repl i kacj i DNA popr :
zaangaUowanych w ten proces. Przykgadem mog
kwercetyny i kirhimiforami polimerazy K DNAfMézusisind i in., 200B

Z kol ei l ut eol i na h amuGhewdiaukyi iy.,\200padhikaleirap oi z or

kwercetyna, mi rycetyna, EGCG or afAustth@G bl o k
1993. Innym mechanizmemodpowi edzi al nym Z a antyproldi
flawonoi d- w | doszatrzynywahn i zad ocl ynkol Sejo W ego -punktachw

kontrolnych G1/S oraz G2/ M. Zwi Nz ki pol i f e

poSredni kihaaamowalod dy&!l i n (CDK) , anmi cykle s N 1
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kom-r kowe gokonakrteyjkwawkadu odpornoSci owego,

zapalnegp.BezpoSrednim inhibitorem CDK jest fl e
wi Nz aniDe Azaved® iin., 1996 Wi itk ssom®li df wadzi aga | edn
poSredni, poprzez stymulacjfi tran?ilChpcj i b
4 . Ni ekt -re z nich dziagajN ochronnie na bi

niekt-rych nowot wor - w.f eProancaydjt oe fdlza vaagramii de- we

z blokowaniem niekt-rych enzym-w biorNcych

takich jakbi agkowa kinaza tyrozynowa (PTK)-, bi ag
fosfatydyloinozytolu (PIP3)xzy dekarboksylaza ornitgnw a . Wy kazano, Ue a
sylimarina hamujN proces nowotworzenia u m

ornitynowej [Agarwal i in., 1994; Wei i in., 1990 Zwi Nz ki folbaawdJrag iNd o
aktywnzoySini k- w transkr yopbec yil,kAyc het p&goh Nj wa U

procesi e nowotworzeni a. Opr-cz tego te kom
angiogenezyDn b i &Es ki ].i I n. , 2001

ZnaczNcy wpgyw na wgaSciwoSci przeci wno
zdol noSi do i ndukcgzal akpo pwewrnynt rzare-gwnoj ak
[Sakagami i in., 2000; Yin iin., 1999; Wenzel i in., 2000; Kuntz i in., 1999; Ilwashita i in.,
2000. Fl awonoi dy mogikokenar awaigmnkgmambkivanej &

Molekularne mechanizmy talged z i ajia@i aost agy | eszdReri do ko
in., 2003. l ndukcja apoptozy przez flawonoidy
hamowaniema kt ywno Sc i t r opoi[Wanghein.,al®999; Bhil, 2000, i 1
SukardimarDarwantoi in., 200Q, onemi B&8ci reakt ywWesgiinh for m
2003, regulacj N ekspr es(HSP)[Roigd ine 200Ds z m& d u Icd cejpN
szl ak-w s y¥npmaPedwywalhimi em cytochromu ¢ oraz e
9 i 3, regulacj® BaXxgpwpikegzjoinNbiekSpk cBBY N bi a
j ddowego czynnika transkrypcyjnego kappa (NF-e Bt z y aktywacj N end
[Wenzel i in., 2000; lwashita i in., 2000; Lee i in., 2002; Konig i in., 1997

Kolejnym istotnym mechanizmem jest hamowaargiogenezy czyli powstawania
nowych naczy@® krwionoSnych. Wszel ki e Zzabul
niekontrolowany wzrost i przerzutyFan i in., 1995 Flawonoidy jako inhibitory
angiogenezyn i s zpcazd\s t awowN struktSwmryic hna@auzna@nk Wi
zakgrcdjne etapy tego procesu takie jak prol

formowanie Swiatgda naczyni a. W wyni ku taki
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nie sN dostarosaNeydb kambkek idospowowierdiah, co
ukrwienia guza, oraz jego rozrogiRen i in., 2008

Il nnym celem dziagania flawonoid-w sN met
( MMP) . SN to proteolityczne enzymy, kt-re
ni szczenie zewrnNtirezkzom-(rEkKCoMye j penetracjn bJ
przemieszczanie sin W inne rejony. Enzymy
ujatwia migracjn nowotworu. Flawonoidy mogN
aktywnoSci ni e knaz [Lefoct h Blay,e 20E3] Makrliao t ia.j 2009
Przykgadowo fi set ynal MWMPOKMMP-& MBRZipMM-44 n MMP
zwi Nzanych z remodel owaniem macierzy zewnN
naczyniowego pnpowiny (HUWMEG)Y a«G@BOjPaRkoim,- r Kk ac h
2013.

Jednym z niekorzystnych zjawisk jakie o

zjawi sko opornoSci wi el ol ekowej . W przype
nadekspresji gli koproteiny P oeazybbafkayh
kom-rek czyni Nc | e op oBadoywskaKozakewice, [2@InNaot er ap
podstawie wielu bada®& stwierdzono, Oe w | i
chemioterapii, flawonoidy mogN powpkdavadémw
moUe byl kwercetyna zwinkszajNca stnUenie

genisteinap owo d wjzNoa t st i Ufamsen i Brigralp 198 Angelini i
wsp-gpracownicy wykazali, Ue podobkite razi a:
zwi ekszapbDksbnUencgny w badanych kom-rkach
glikoproteiny P[Angelini i in., 201Q.

1.5.2. Wpgyw flawonoid-w na ukgad krwionoShn

-

Choroby ukgmaaz ysned roomevgm odNk jzavdiaNidaszeke sz 1
mi a0UdUycowych w Scianach nadcozy gEwiitUietmiiaczya
krwionoSnych oraz wielu powaUny[Elorkowskadr - b t
in., 2017. FIl awonoidy wywieraj N kor mgcsyhiowy, wpJyy
obni UggN&ko umieralnoSci na choroby tego ukd?g

korelacjin pomindzy spoUyciem produkt . -w zaw
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wystnpowaniem chor-b takich jak choroba wi e

flawonwi lzewne jest z ich aktywnoSci N antyol
polifenolowe dziagaj Nc jako przeciwutleni a
or az chroni N | i poproteiny o magej gfstoSc
wpgywajdNosipodarkn | ipidowN organizmu, zwi nk
gistoSci (HDL) jednoczeSnie zmniejszaj Nc p
triacyloglicerold@ i cholesterolu cagkowite
regudruzeélpuszczalnoSlIi naczy@® dlatego sN st o:
zatorowych[MakowskaWNs i Janec Zkvwo NzX®04]Je wzmacni aj N

uszczelniajN Sciany nhamowani@&a ktr wwvmnan®Sinyltihalpwn
Procyjanidpy wz macni aj N Sciany naczy@® krwionoSny
zakrzepom i rozrostowi bl aszKki mi aOdUycowe
pgytek krwi, co zmniejsza krzepliwoSI kr wi
udarom[K a r §z@Bwedalska i in, 200p

FIl awonoidy rozszerzaj N naczynia krwionoS

Kr wi . Przykgadem jest kwercetyna, kt-ra
ggadkich oraz dNtarunakhai in.¢c 2087rDiobezrei ep okzrnvaine j es
dziagani e rutyny-nancaz y nik@gwayd. s2wich ek t en
antyoksydacyj ne, przeci wpgytkowe, przeci
kardioprotekcyjne. Jest stosowapar sel ub w postaci preparatu z
przew ek gej niewydolnoSci Uylnej, wybroczynac!l
ko@E&czyn dol nych, pSamasakiFigreek i hire, 2016 0Ostwska

Skrzydlewska, 2005; Guimaraes iin., 2015; Ekiert i in., 20didsperydyna, inny flawonoid

wy sptuij Ncy w sk-rce owocC - w cytrusowych Z mi
krwi onoSnych, zwifnksza napifncie S¢Rardidi Uyg o
in., 2016; Tarko i in.20149. Z kol ei naryngenina, kt -rej (
i grejpfr ut vy, zmni ej sza ni edokr wieni e mi ASni e
kardi ot oksycznoSci Norwybw ¢ZipsamNi., 208hc zeni em dok s
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1.5.3. WgaSciwoSci przeciwcukrzycowe

Cukrzyca jest chorobN zwi NzanN z upoSlI ed:

ni ewraUliwoSci N kom-rek docelowych na ten h
poziomu glukozy we kr wi. Na podstawie bada
fawonoi dy mogN dziagal przeciwcukrzycowo. J €
m. i n. ze stymulacj N syntezy i wydziel ani
hepatocytach <czy spowal ni afMiaé inEswk B § & niKa reir
2004.Szzeg- Il ni e silnie dziadganie przeciwcukr zy

w zielonej herbacie takie jak epikatechin:

badaniachn vitro jak iinvivood not owan o, Ue epikatechina st
komkach b trzust ki . l nny mechani zm dzi a:
epigal okatechiny. W badaniach na szczurzycl
syntezii glukozy, jednoczeSnie powoduj Nc ob

gl uk oneog e redlawnoidy,Nakie fak luteolina, -D-glukozyd luteoliny oraz

dai dzeina hamuj N aktywnoSi enzym-w uczestn
przewodzi e pokar-mmwlyaz ygd duikaotz y{aakz y przez c
wchgani anjKeniig.l 206Qo z Wd e r i wsp-gpracownicy u
kwercetyny osgabiajN dziaganie wystnpuj Nceog
1, co zapobiega wzrostowi FAtefiilhe 200]Ja @bukozy
opi sanych meacohnaoniidzym-zwa pfolbai egaj N powi kani om
choroby. Na przykgad kwercetyna poprzez ha

spowal nia utratn wzrokMalui &sk#& ichlrgchzmnanc

16.Bgona biologiczna

Jednym z elemet - w struktural nych i funkcjonal n
kom-r kloewa.podst awowN funkcjN jest zapewni en
kom-r ki od Srodowi ska zewnintrznego. Dodat
odpowi ada za ich kompartmé¢rtdaojuriz Soyiagmo Ud zi iw
przeciwstawnych prose- WDpr - cz tego membrana spegnia wi
uczestniczy w biernym i czynnym tradgpagci e

w pobieraniu czNsteczek do wniAtrza kom-rKki

39



Ponadtak o bkfvmreaguena sygnagy pochodzNctsey gzn azdeywn N
do innych obszar-w kom:-rKki | uedvzerp-rwreikealr uy d\z ij
w oddziagywaniu kom-r ki z [Kevdak,g®¥em | ub inny

Bgony kom-rkowe mimo zr-Unicowania struk
cech wsp-Ilnych. Po pierwsze sN to struktury
6-10nm.Gg - wny mi skgadni kami bgon sN przede wsz

wmniejszym stopni kt waiwa rotwooSdianryi e przekracza

Zwi Nzki te sN gg-wnie zwiNzane kowalencyj
(glikoproteiny). Zar - wno gli kol ipidy, ] ak
rozpoznawanilk om- r e k . Zl okalizowane sN na zewniftr

strony Srodowi[Strkes 200e wniit r znego

CzNskiedpitdwor zN w Srodowi sku wodnyrm- - dwwuv
s anowi gg-wnN strukturi bgoScyi .orZaaz ptowzoorsztya &
bgony odpowiadaj N biagka bgonBwadkaadgpNowg
wbudowane w IldiwpiwgbdbslE &ka i ntegral nm)jej bNdT
powi erzchni ( bi a(Byk.4).Mp g diep e § © ihdnjinb wkedkn a g - w, p
receptor - w [Styey,200h zy m- w

weglowodan glikoproteina
.
i ipi 0\ ) .’\\l
gllko“l)ld\ WU Y awuwarstwa
X !\ ]’;\\ \ lipidowa
. h
IR ”.],\\)‘\\‘\‘
| { Y
I 1\
Hl) [’ 1\ «\\,\-l\_\\
79/811L8" ) biatko
peryferyjne

bialtko integralne

filamenty
cytoszKieletu

cholesterol

Ryc.4.Schematyczna budowa bgdgony biologicznej [ Moni
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16.1Charakterystyka |l ipid-w bgonowych
Lipidy s N zwi Nz k a mi organicznymi s&§azdrz-iCen,i
charakteryzujNcymi sin sgabN rozpaSwicwal no

substancjach organicznych takich jak chl oroc

w i ch strukturze kwas:-w tguszczowych Zbuc
ga@&®uch-w wnglowodorowych, o parzystej I i c 2
al kil owe mogN byl nasycone |l ub nienasycone

[Stryer, 2003

Lipdyst anowi N gg§-wny skgdadnik bgony kom-rk
w zaleUnoSci od rodzaju bgony, od ox® o¥%k@me
mi el i nowa neuron- w) . Ze wzgl ndu w ao barnifbiipea t
dwuwarstwy lipidowej u k § ad aj &ki sspiofis -w, t Ue ¢ z i(Sgcd Echuycdhryo f

wiigl owodorowe) skiermawami asN a¢Egifocw yehpyalr aorfr

na 2 wn Nimenmbrany Sk § a d l' i pi dowy bgon odpowi ada
fizykochemiczne takie jak pgynnoSi, przepu
powierzchniowy i transbgonowy. Wpghlkpdsg r - wni

znajduj Ncbgsanmhatve UN gp- whkyeaelsh fosfolipid-w,
| steroli[Berg i in., 2011, Watson, 20]L5

Gg: - whny skgadni k me mbr an st anmo wlzeNia, f osf ¢
przygNczonych do niego kwas: -warJjuwidlzawggh,
al kohol u. Kwasy tguszczowe stanowi N hydrof ¢
el ementy odpowiadaj N za | ej hydrofil owy ¢
zewnntWzmngmeUnoSci od rodzaj dosfaigididhioé lui s ¢ iaf
jena dwie gg-wne kliasyfi mgolciepiody.sfmRliphkdaayda

s N fosfatydyl ocholina (PC), fosfatydyl oe
fosfatydyloinozytol (Pl)oraz fosfatydyloglicerol (PG). Sfino |l i pi dy s N ¢z Nst e
kt-rych rdze® stanowi d g ugo g a GEcsfingozaynav y , ni
Naj powszechniejszym sfingolipidem jest sfir

wg- ki en nFoaswooMyicphi.dy pedgni N pkrzedal wezy tcki
w tworzeniu bariery dla biernego przemiesz
Srodowi sko dl a f unk cch[&arp 2029n Khan i in.j 2018eStryerh § o n 0 |
2003; Watson, 2015
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Il ngNupNdlw bgonowdycN stNo grzcalkedkeuw gayy Nce w s
strukturze reszti cukrowN. Glikolipidy sN a
sitlyl ko i wygNcznie po zewnNtr z Kap201% owe j
Stryer, 2008

TrzeciNwigRalpfw buduj Ncych bgonin stanowi N
pierScieni owN i wystiipuj N w bgonach kom-r
Gg-wnym sterolem obecnym w bgonach kom-rek
roSlin wystimpisjiN ofsttiegmdst Chol esterol skgad.
kt-rych z jednej strony przygNczona | est
dgugogdgaCEuchowy &w3gds tZgwi Nzexkowye n( Rwpjywa na
bgon biol ogi darkyeh wsp-I1nie z fosfolipidam
fizykochemiczne. DuUa zawartoSli cholestero
stabi |l i zac][Karp, 2089 Khanti in.,l2R18B; Btrygr, 2003, Watson, 2015

cholesterol

Ryc.5.Budowa czNsteczki cholesterolu [Monteiro, 2

16.2Bi agka bgdgonowe

Mi mo, Ue podstawowN strukturi bgon tworz
odpowi adaj N za jej specyficzne funkcje. W
receptory, kt-re poSredniczN w komunikacij.i

enzymatycznepr zenoszNce sygnagy wewnNtrzkom-rkow:
-bi or Nce udziag w transporcie r-Unynowe. subst
Bez biagek bdgonowych dwuwarstwa | ipidowa st
nie bygyby w stanie kamamislhhowadliowsin skhigadny

~

oraz prpdad&mi-avny materii jak r-wnieU reagow
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W zal eUnoSci od rodzaju kom-rek oraz pos
moUe z aekiierraiUOnsych biagek. ZawartoSi biagek
mi elinowych do 80% w przypadku W8e wdn thri anjeijl
bjonomgOdéamy whiradkhal powi erzchni owe, i ntegr ¢
przez lipidy (Rg.6) [Karp, 2019; Khan i in., 2013; Stillwell, 20[L3

1.6.2.1. Bi agka powierzchni owe

SN to rozpuszczalne w wodzie globularne
bgony za pomocN wiNzaE elektrostatycznyc
hydrofobowych rdze® dwuwarstwy | ipidowej a |
hydrofoboweDzielis i maj elwa t ypy: bi agka, kt -re sN pr
i ntegralnych or az bi agka przygNczone do C
| i pidowej. MogN byl gatwo uemepwbdnkbub pbDWyeja
[Hianik,200§. Pr zykgadami biagek powierzchniowych
i ntegral nymi) oraz zasadowe bi a[Bakpo2018i el i ny
Stillwell, 2013.

1.6.2. 2. Biagka integralne

Bi agkanenségn3adwi® wW0zystkich biagek kom-
zwi Nzane Zewlyd @rmoN .membbagkonieczne jest zniszczenie dwuwartswy
l' i pi dowej poprzez uUycie rozpuszczal anik-w |
100). ZJgobonBei sNydrofilowej, kt-ra kontakt
cznSci hydr of obowe | zanur zonej w dwuwar st w
bi agek moUe mihell iksdyreftamrbnjdkdj.n B agka transbgoc
dwuwar stwNl rlazpiidowt edy m- wi my o biagkach mor
politopowe) . Do biagek monot opowych zalic
izomal tazn. Przykgadami bi agek p o][Hianikp powy c|
2006; Karp, 2019; Stivell, 2013.

1.6.2. 3. Bi agka zakotwiczone przez |ipidy

SN to biagka utrzymuj Nce sifn na powier zc|
zakotwiczonych w bgonie kom-rkowej. El ement
w wyniku potranslacyjnej modyia c j i . Modyfi kacj e t e obej
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kowal encyjne przygNczanie dgugogaCEcuchowych

pal mitynianu, przygN&paEcioowe clakesweécalkni d
glikozylofosfatydyloinozytol(GPI). Takie mog f i kacj e zmi eni aj N hydr
biagek, wpgywajN na ich strukturfn oraz ugat
mogN odgrywal istotnN rolfn w procesach sygn

oraz wpgywal na -frugdkkpc201®;Stllwell,2018). k o m

A B biatko powierzchniowe C

biatka integralne

biatka powierzchniowe Bialkis saktiiiins

przez lipid

Ryc.6Rodzaje biagek bdgonowych [Karp, 2019].

163Asymetria bgon kom-rkowych

Bgony kom-r kowe s N struktur ami asymetr
strukturalnym jak i funkcjonal nym. Obser wit
bi agkowego oraz winglowodanowego {Bergidns,zczeg-
20117. Stapyme&t ri i zal eUny jest od rodzaju b
reti kul um endopl azmatycznego charakteryzuj
fosfolipid-w podczas gdy w pozostagych bgol
endosomal ne)sNMwi olz§o Ua n gvanMieer siry,r2@0B r Wy z raiTen N
asymetrin obser wuj e [Bevabux wadnayskin BOg3Rosfelipidyt r oc y t
zawi eraj Nce w s wo | e ] fosktydylachkolina oraze sfingomielind n n C
wysthipuj N gg-wnie w zewnfitrznej monowar st wi
grupfin aminowN, do kt-rych naleUN fosfatydyl
sin po stronie cytozol owe]j dwuwar st wy. W k

gadunek wewnintr zZWad iiny 201F Mniejsze fogfaipidy takie jak
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fosfatydyloinozytol przewaUajN w warstwie
cukrowe zlokalizowane s[RevauriZackowskinlO3re®lji st r
chodzi O rozmieszczenie cholesterolu wyni ki
w 1976 wskazywagy na wyUszy pozJ[Fisher,187&go st e
Nat omi ast winkszoSi autor-w uwaUaobydhe zwi N:
war st wa c[Mulleb g Hemnyan, 200PR Z kol ei ostatnie bada
nabgonkowych pochodzNcych z jajnika chomi ka
fluorescencyjnych sugeruj N 0 %Kw awbrstwieawar t

cytolozdowej dwuwarstwy lipidowe[Mondal i in., 2009.

1.64Agregacja zwiNzk-w amfifilowych

Li pidy ze wzglidu na swoje wgaSciwoSci a
agregacj).i na granicy faz. W Srodowi sku W
up o kawhhe struktury (Ry. 7)., co pozwala zminimali zow

hydrofobowe pomifndzy czNsteczkami wody a ni
kwas-w tguszczowych. Za ten proces odpowi
Dodatkowo stabii acj a powstagych struktur wynika z
ga@&cuchami wngl owodor owy mi or az oddzi agy\
el ektrostatyczne w r egi[Solomoaiin, 8008 Strgey, 88D c z Ns t e
Rodzaj powsttwj NzglcohUstprukede wszystkim od Kk
objfitoScijaiEcdghagoddrcayzl opwoewgioer zchni cznSci po
rodzaju |ipidu, temperatury czy pH Srodowi s
wi nkszayr ombis;k ga®Euchy kwas-w tJuszczowych
ksztagt odwr-conego stoUka i w Srodowi sku v
nal eUON lizofosfolipidy oraz detergenty.
fosfatydyloetanoloamina) w kt - rych region niepolarny zaj
pol arny (S>1) t worzN odwr-cone micelle. N a
charakterystyczna dla czNsteczek, w kt-ryc
podobne obszary (S~1B.r zy k g ad a mi czNsteczek tworzNcych
sN fosfatydyl oc fiToesset2@09; Vansefi Yancg, @08 el i n a
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Ksztatt
czgsteczki
S$>1

S<1 s~1
~ &3 ¢ QI
micela micela odwrécona dwuwarstwa
Ryc.7.Zal eUnoSi struktury agregat-w |ipidowych o

Mammadova i in., 2016].

1.6.5.Przemiany fazowe dwuwarstwy lipidowe;j

Li pidy obecne w dwuwarstwie | ipidowe] u
zmianami temperatury. Syryezna dwuwarstwa lipidowa, utworzona z jednego rodzaju
fosfolipidu przechodzi ze stanu krystaliczn

okreSl one|j temperaturze nazywanej mfempéarat

zmi anfi stapakokpeBkepBigie fazowe. Jest to pr
wpgyw na wgaSciwoSci dwuwarstwy | ipidowej
charakterystyczna dla poszczeg:-lnych rodza

WydguUenie JgaGCEGuoewy owh wigwoswoide podwyUszeni e
fazowego. Il nnymi czynni kami determinuj Ncyn
kwas-w tguszczowych, stopie®& hydratacj.i d
cukr - w czy [Lcihtowiddnreadkod in., 201§. Uwodniona dwuwarstwa
lipidowa uformowana z DPPC przy zmianie temperatury z 18 d&C4przechodzi przez
trzy przejRc BaPofdzzawe j(e] ogrzewania wzras
uwodnienia. Jest to zwi Nzane mifndzy innymi
elektrostatycznycfChapman, 1975 W ni Uszych temperaturach b
znaj duj e s i nzneyozriaezanej symioley sct(adanellar crystaline phage
[Tardieuiin.,,197B CechN charakterystycznN tej fazy
[ usztywnione {gaGuchy wiglowodorowe. Ggow
ograniczaichruchiine mo Ul i wi a wni kani e czNsf{Lewisiek wo
McElhaney, 200k Gdy temperatura wzrasta dochodzi do przemiany z fazy krystalicznej do
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fazy Uel lamekajgelplraseg .Lb) w wyni ku spadku upor z
lipidowych [Koynova,199§. Kolejny wzrost temperatury powoduje wzrost hydratacji oraz
swobodnN rotacjin w obrfibie gaGuch-w kwas: \
pofagdowanN f arippled gee phase N Pbang.a przelb,ann z
pr zedpr [Keyno$acl998 bewis i McElhaney, 2006 Ki edy temper atur
do 41°C dwuwarstwa | ipidowa ©przechodaguid do f &
crystalline phase  L[Kdynova, 1998 Faza ta charakteryzuje s
uporzNdkowania, swobodN ruchu, r okeWisiFnieni
McElhaney, 200b

Ryc.8.Przej Scia fazowe dwuwarstwy | ipi
166Dynami czne wgaSci woSci bdon biologicznyc
W war unkach fizjologicznych bgony k o

ciekgokr,ystal ognmejza duUN swobodii ruchu c.
bi ol ogi cznych wyrkiokweal 2nbdyjakychvi Nwa@&@wi Nz ku

|l ipid-w oraz biagka bgdgonowe sN w ci Nggdym

wykonywal 3 rodzaje ruch- w, a sN to dyfuzj
poprzeczna (ruch fliflop). Ruch obrotowyzah odzi wok - § o0si prost op:
bgony. W warunkach fizjologicznych zar - -wno

osi z c¢znst® $'i(lipidy)oi $E-10NT (10i agka). Wszystkie &
zakotwiczoneoS8VkapujfrNchdwl notacyjnych a wp:¢

utratn funkcjonalnoSci . Dyfuzja | ateralna p
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[ biagek w pgaszczy¥*nie bgony. Wsp-gczynn
odpowiednio 1810° cn? st i 10°-10' cn? st Z kolei ruchy flipf | op pol egaj N
przechodzeniu czNsteczki pomi idzy war st wN
odwr - t). Dawni ej uwaUano, Ue zjawisko to
energetycznN, |jakdndli.pi@be aruise awiydbdo mow, Ue
miejsce. Jest to zwbNagek ¢r abs pGoofSaj. N2cOyltsh p

1.67PgynnoSi bgon biologicznych

CechN charakterystycznN bglmn-hadaol ohgie8hg
przez zdolnoSi czNsteczek tworzNcych memb
ruch-.- w, m. i n. oscyl acyj n[Padstalskir 1®49a cZyajl neylcyh oin

zar - wno od czynni k-w zewnntrznyeH jak aki ch

wewnntrznych. Do czynnik-w wewniAtrznych mol
dynami ki | ipid-w oraz wgaSci woSci [KibadEc uch - w
in., 2003.

Wzrost temperatury powoduj e zowil ruk¥fsnz eemii ee
struktury bgony <co pr okwaldeii dpeijj epbruip@emin
ograniczeniem ruch-w poszczeg-Ilnych skgadni
i stotnym parametrem jest ciSnienree@Gdktecri |
zajmuj N czNsteczki i pid-w, co skutkuje
wiigl owo d @mmiejszermienp § y n fiZaldcHagen, 2017Kolejnym czynnikiem
wpgywaj Ncym na pgynnoSi bgony jest pH. Zmi
gg-w polarnych fosfolipid-w, co wpgywa na i
skgadu membran, wzrost pH moUe powodowal zw

Il nnym czynnikiem decyduj Ncym o s%dgmnteu upo

oddz aguj Nc z uj emni e nagadowany mi ggowami
odpychanie. Prowadzi to do SciSlejszego up:
[de |l a Serna i in., 2016; Kubjca i in., 200:

Czynni ki enmynwemondiulrwzjnNcym pgynnoSi bdony
kwas-w tguszczowych. |l stotny wpgyw ma stop

kwas-w tguszczowych sprzyja upakowaniu czNs
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to zwi Nzane zuttyrm, sle wypkiost@®a&@ne, co umoUUl
sobN za pomocN wi Nza® van der Waalsa. Z ko
podw:-jnych w konfiguracj. Cis pow®e®), e zgi |
co prowadzi do zmniejszeniastop a upakowani a czNsteczek f osf
do zwinkszenia pgynnoSci. PgynnoSi bgdon zal
Djugi e gaCEuchy wingl owodorowe oddziagdguj N ze

ruch- w segmewnptgaylwiay cnha u $tryey 2008 eni e bgony

nienasycony kwas
tluszczowy

nasycony kwas
thuszczowy

Ryc.O.Wpgyw wi Nza® podw-jnych na ugoUenie gaCEcuch-

W kom-rkach zwierzncych istotnym czynni Kk
bgona znajduje sin w fazie ciekgokrystalicz

tego zwi Nzku ogranicza ruchy fosfolilpid:-w,

strukturn. Z kol ei obecnoSi chol esterolu
wywoguje odwrotny efekt: powoduj e upgynni e
pgynnoSi membran jest sfingomielina. CzNst
hydroksyb w N , kt -re wumoUliwiajN tworzenie wi Nz

wzajemnych oddziagywa@® sNsi edni[Zalbaidagdnst ec z e
20117.

PgynnoSi jest waOUnN cechN bgon kom-rkow
bgonowych damkpaeht jaky tprzekazywanie sygnadg
wgaSci woSci kom-rki jak odksztagcalnoSi,
funkcjonowanie receptor-w bdgonowych. Nawe't

wpgywal na f un kk[Genmspl®8ni e kom-
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1.6. 8. R-Unice w budowie bgon kom-rek prawi

Kom-r ki nowot worowe r-UniN sifn od kom:
chemicznymi, struktural nymi, met abol i cznymi
kom-rek osSN zddolinndukowania angiogenezy, ni
namnaUanie czy zdolnoSi do inwazji i ©przer
r-Uni cami w skgadzie |ipid-w w por-wnaniu ¢
proliferackawymahgQakdmstarczenia niezbndnyct
tguszczowych oraz | ipid-w bgonowych. W ko
nowot worowo dochodzi do konstytutywnej akt

kt -re sN potr zebibd pavesiin.y2016.z ew ipao rn-omnyacnhi u  d o
prawi dgowych, kom-rki nowotworowe r citdni N si
10. Zmi any w profilach fosfolipid-w oraz
przypadku nowot wor -ow agi earoswio,t wjoe |- iwt @ pgrr inbyedo
W warstwie zewnnAtrznej bgony w kom-rkach ra
ni enasyconych kwas-w tguszczowych oraz <czt
(SM) ni U w kom- r[Sekik hin, p97Ta W prziygiadkw naka felita grubego
stwierdzono, wyUszN zawartoSi wszystkich foc
fosfatydyloseryny (PS), fosfatydyloetanoloaminy (PE) oraz fosfatydylocholiny[@&)r - |

in., 199§. W bgonach kom-rkowych wielu nowot wor
SM, co ma teU zwi Nzek z tworzeniem sifi guz-
zmienia sin stosunek | ipid-w cholinowych do
zawar tb-SW dtigpriol oami nowych a [Blagelais.t186F1 i pi d -
Transformacja nowot worowa wpgywa r-wnieU na
rodzaju nowotworu oraz stopnia jego zaawan
z wi N ZSonninoi in., 2007.

Bgony kom-rek prawidgowych charakteryzuj
i pid-w w wewnntrznej [ zewnntrznej war st w
jak fosfatydylocholina (PC) czy swnhmngomneji
biomembrany, z kolei aminofosfolipidy takie jak fosfatydyloetanoloamina (PE) oraz

fosfatydyl oseryna (PS) wystfAapuj N gg§-wnie
warunkuje ujemny gadunek powi er zchnwekewy wew
mechani zm-w sygnalizacyjnych, takich jak h
obecnoSi PS i PE po stronie cytozol owe|]j st
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stanach patologicznych, w tym nowotworach dochodzi do zaburzenia asymetgpi i d - w.
Obserwuje sin przemieszczenie fosfatydyl os
powoduj e, Ue takie kom-r ki [Riadik., 20)1pZwgal § a d u n

i in., 2003. Ponadt o, koreluje to z kwaSnym pH
ObecnoSIi PS oraz PE w warstwie zewnfAtrzne,]
Sr - d b[Stafford iaThorpe, 2071

Opr-cz zmian w profilach fosfolipidowych
powi erzchni owym bgon, w kom-rkaaly pdgwonwsSrc
bjgony. PgynnoSi jest waUnym parametrem by
szybkoSIi ruch-w czNsteczek w bgonie i j est

Parametr ten w duUej mierze zal eUyerood sk{a

Szereg przeprowadzonych bada® wskazuje na i

a Zzaawansowaniem zmi an nowot wor owych k
nowot worowych, stopie® zgoSliwoSci nowot wor
zwi Nzzaen ez mi an ami w pgynnoSci bgony. | nbar
mi Kr oskopowe | | epkoSci bgon Kkom:-r ek bi age
|l eukocyt-w wykazali, Ue |l epkoSi zdrowych k
kom-r ek nowot wopowgtcawi eNawytseuynnl i wni os ek,

nowot worowych sN bardzilawigd jrbaeyhiitdky, bJony

1974. PodobnN zal eUnoSi pot wi erdzofSok iw pr z
wsp. , 1999; Nakazawa i . 205 Berrailv§p81994; KBjjnd c z y E:

1993.Bygo to zwi Nzane z niUszym stosunkiem ¢
wyni kaj Ncym z obni Uonej zawartoSci tego st ¢
tego stosunku jest r-Uma uwizglessdnonwycls zoad itr
zgoSl Ww&®im- rkach nowotworowych czhisto doch
chol esterolu co powoduj e obni Ue[Hendrich i u b p o
Mi chal ak, 2003; Subczy EGKki 3]. Badarganna kniachk a , 2

kom-rkowych raka prostaty i pi ersi wy kazadg)
kom-r ek .zRbziomwholesteroumoUe r - Unil sin w zale
nowot wor u, jego stadium orwgspce przeaUluj Wo $c h.

zaobserwowano ni Us zdez isitkr Uecnzieemuc hnoal jeNs t oenreo | wii,
odksztagcenia bgJony do moadz yfa t kiHeediichnporSmeyrcit
Michalak, 2003. Z kolei nowotwory opornen @ c he micthhtae m&p iewy@uz W s i
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zawartoSi tego sterol uichbgowyzwipMavlosdt uagj ec assimit
onani epr zepuszczal pHendrEth iaMicltakak, 2083; Bytaty ikin., i996;
Niero i in., 2014. Opr-cz wyUszeglnmwpdzicdimk oaerh o lkesthe ro
si A wzarwoasrtt o Sci PC,@EdraaBli pi dzwwyUszy stosunek
(do 60%) wdpokomnaaek upCohemw in.d2§0d;Wegndrich i Michalak,
2003; Peetla i in.,, 2013Kom: r Kk i magzkii P838o phbaranje na doksor
charakteryzuj N sifin usztywnieniem bdjony ora
zaobser wowagd SMyPUs zoyr azo zcihooh est er ol u w kom- r |
doksorubi ¢cHADR) w( MEC&r - wnani tek vd aiviyck onm - ten

chemi oterapeut yk. Ponadt o, w bgonach kom-r
Wzr ost il oSci t r a fglkqproteina eodpowiedzialay&hi za haktyyna k p
wypompowywanie | ek-w z cyfPeepaiia.z20lp na zewnNt
lnnym |l ipidem wpgywaj Ncym na pgynnoSi b
chol esterol powoduj e usztywnieni e bgony.
kom-rkach biagaczki bJony [GuifjieN, 1967. Bokobniep 0 z i o n
jestwprzpadku wNtrobiak: - w, gdzie w por-wnaniu

poziom sfingomieliny oraz dpada[iKgria, 1093sf ol i p
Kol ejnym czynnikiem wpgywaj Ncym na pgynnoSi
wiigl owodorowyoBci WeEpeéblipid-w o nienasyco

powoduj e zwi ks z ZabaéeHaged, 2ofh o Sc i bgony

Wzrost il oSci chol esterol u [€ghenziy.j2@04;p o ws t
Hendrich i Michalak, 2003; Hryniewiezankowska i in., @14]. Domeny te, wW za&
od rodzaju biagek w nich zlokalizowanych
apoptozie i mi gracji. Zmi any w obrnbie tr:
powstawaniez o i wy ¢ h zmi an, ni ekontrol owany Wzr c
[HryniewiczJankowska i in., 2004 DuUa il oSl tratw w kom-r

powoduj e nadekspresjn receptor - wczySignmni k- w
W tych domeniagBhr zwaj dUj Naki e biagka jak ir
CD44 oraz CD24, biorNce wudzi fHgad win.,,@201d;gr esj i
HryniewiczJankowska i in., 2014; Tekpli i in., 2013; Zhuang i in., 4002

Skutecznym mechani zmoeSr izNvinNez alneykm  zj eospto rz n
cerami du. W kom-rkach opornoSci wi el ol ekow

Jest to zwi Nzane ze zmniejszeniem aktywno:¢
52



poziomu sfingomieliny (SM). W wyniku czego obsejwa s i n ni ski poz
l i pi dowych typu drugiego (bogatych w ceram
[Zabla i Hagen, 2017

blona komaérki prawidlowej biona komorki nowotworowej

pHe 7.3~-7.4 pHe 6.2-6.9

Ryc. 10 R- Unice w skdadzie |lipidowym pomifndzy bgo
nowotworow [Alves i in., 2016].

v

1.6.9. Sztuczne modele bgon biologicznych

Bjona biolstgiukzma Nj eszjoUonej budowie, w

bi ol ogiczne, co skgani a do prowadzeni a b
wykorzystaniu sztucznych, uproszczonych mod
pozwal aj N poznalicezjwawhkmaczhachoda Numi el 0C
czNsteczkami oraz zbadal wpgdgyw substancji n

Najprostsze ukgdady skdadaj N sifn z jednego r
zawi eraj Nce mi ersazlamyi cnhi 1kui bl k s y nnildéiHdvydcoz in y ¢ h I
DynarowiczGNt k a]. B@bhy uformowane z natural nych
do bgdgon biologicznych. Z kol ei syntetyczne
okreSlonych parametSiachgr utbaokSiic h §jaadku ne &y npnoc

wgaSci woSci spektroskopowe. NajcziSciej
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bi ologicznych sN |iposomy, monowar st wy Lanc

podgo Uald)fikngblBoh iin., 201k

liposom monowarstwa Langmuira membrana na stalym
podiozu

Ryc.11.Sztuczne modele bgon kom-rkowych [Knobl och

Gg-wnym fosfolipidem stosowanym w prepar a
dipalimitylofo s f at ydyl ochol i na (2dE®a@hrginak2t - r ej cz Ns't

Reszta Reszta Reszta
Reszty kwasu palmitynowego glicerynowa  fosforanowa cholinowa

sn-1 \/\/\/\/\/\/\/\WO H 7/ —
(0]
Y Y
Czes¢ hydrofobowa Czes¢ hydrofilowa

Ryc.12Schemat budowy czNsteczki di p-Mammadowaiim,f osf at
2016].

1.6.10.Liposomy

Liposomy po raz pierwszy zostagy odkryte
Banghama w 1964 roku. SN to mikroskopijne,
ksztagci e. Wystihipuj N w postaci pncherzyk:
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otoczonychg dn N | ub kil koma dwRywa3) stl wamiwi leil kioSd wy
w granicach 0,04.0 nm. [Zhong i Dai, 2012; Dua i in., 2012; Kumar i in., 2012

fosfolipidu

W\ » hydrofilowa glowa
} czasteczka

hydrofobowy ogon

L

»  wodny rdzen

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

MoUemy je skéawygfividwknsSi i |,isposi bdwicwe
otrzymywaniaw§ a Sci wo Sci prazuestesowaricR o d owe gl idem r oz
l iczby dwuwarstw | iposomy moUemy podzielil

1 Liposomy jednowarstwowe (ang. unilamellar vesicles, UVs)
-mage | i posomy (amegdsmal wulamsllarwesicles, SUVss Nt o
struktury e,1&mlé proisoyny0 ,t®2 maj N ograni czot
model e bgon k o m- r Wbstamgji clécznidzych noo Garakterze s
hydrofil owym. Z kol ei ich mage rozmiary

organizmie

-d u Uposomy jednowarstwowe (ang. large unilamellar vesicles, LUVsHo tej
grupy zaliczamy sltmmuykmzaajshM ocs oSwaend rei g ya ko, T

kom-r kowych i noSniki substancji hydrof

- wielkie liposomy jednowarstwowe (ang. giant unilamellar vesicles, GI)- s N

to phAicherzyki o nmpzmiarach powyUe]j 1

1 Liposomy kilkuwarstwowe (ang.oligolamellar vesicles, OLVs) o rozmiarze 0:1

05mMm, w kt-rych rdze® wodny otoczony |jest
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1 Liposomy wielowarstwowe (ang. multilamellar vesicles, MLVSj s N t o st r uk't
o rozmiaracrnm,powykdeijr y&,h5 r dz eplEezkitkaldoy ot 0

kilkunastu dwuwarstw lipidowych 25) , maj N wi fnkskdniazzdol no
czNst @exfzielknyydh. I ch wadN jest to, Ue sN
kom-r ki ukgadu fagocytarnego

T Wielopncherzykowe | i pos omyles, (MWg). 1 mul ti

charakteryzZNppWy&mji $pedsataj N jako produk
wytwarzania MLV. W tego typu liposomach jedna dwuwarstwa lipidowa otacza

kil ka mni ej s z[Mallbriip. n2008;eKulkamyik in.w1995; Sharma i

Sharmal 9 9 7, L rMamwma@evazi in.k2016

Podziadg |iposom-w ze wzgl ndu nacimadd mi ar i

Suv
<100 nm

LUV
100- 1000 nm

>1 pm

MLV

Ryc.14Podzi ag | i posom-w ze wzglndu na rozmiar i |

Li posomy znal argkozastdes ewamiuewar st wy | i
r-wnj @aklo nwiSenlikki substancj i akt ymoUtowlN S est
umieszczeniaw nica wi Nz k- w zar-wno o charakterze hyd

hydrofil owej ), hydrofobowym (w obrnbie dv
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Dodatkowovy s ok o bi ok 0 mpa toy e ig Irjmaulkd iw anlineckSi Ut ok sy c z |
sprawi aj N, Ue sstNosownmnaz ¢akdcirgSni ki subs
Substancje biologiczne wehnkmridinieonve wnrNz e dz rl
czy dziaganiem enzZmtaevg@rwz@glondu ygzaolyethzyKki
wykorzystywane do dostarczanie k - w antybakteryjnych, pr z
przeci wnowot wor owych, w tym takUe enzym-w
t kanek. Przykgadem mogN byl daunorubicyna
nowotwor - -w, Kkt-re sN z awelSamnadtie, 2007;Kaurimy | acj i
2013; Allen i Cullis, 201R Liposomy maj N zdol noSi do prz
cagych kompl enkusk:lve oli iyvaldpkvoywd dl at ego mogN by
gen-w w t er ap[lLiamc¢ Ho, 20@LnSpaiyirc, 120132, Ponadt o, mo g |
wykorzystywane w dermatologii i kosmetologii do dostarczania substancji aktywnych w

g § Nb [Sigai-iin.y2012

1.6.100Met ody otrzymywania | iposom:-w
Wszystkie metody preparatyki |l i posom-w |
l' i pid-w do r o Powsoercuh nwo dwmyekgoor.z yst ani e |l i pos
substancji o charakterze hydrofil owym | hyc
jak r - wncizenlb Sk onpioezyski wania |iposom-w r-0Un
| aboratoryjnN jak i przemys Jgro-wln ypcrhz ymeeztyand ¢
otrzymywani a, kt -re powinny byl przede wsz)
najprostsze.
Wyb-r metygoyowmnia | iposom-w zaleUy od kil k

T charakterystyki ggdg-wnych skgadni k-w stru

T charakterystyki, stiUenia oraz toksyczr
wewnNtrz |iposom-w
T  charakteru oSrodka, wzkitipdowem r ozproszone

f dodat kowych proces-w zwi Nzanych z dostar
T optymal nego rozmiaru, polidyspersyjno

wykorzystywanych do okreSlonych zastosow
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f odtwarzalnoSci metody or az[Sive-Mdrinkevie,Sci pr

20149.
Met ody otrzymywania | ipid-w margtedpy pod
mechaniczne, metody z zastosowaniem rozpus

zast osowani e[basidd O9p¢Rycl®.nt - w

metoda cienkiego filmu lipdowego
sonikacja

B metody metoda zamrqzania-rozmrazania
mechaniczne

wysokocisnieniowa homogenizacja

mikrofluizdyzacja
przeciskanie przez filtry membranowe

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

metody z dializa z uzyciem wilékien kapilarnych

L zastosowaniem - lub filtréw membranowych

detergentow ,
chromatografia zelowa

chrematografia kelumnowa

Ryc.15Met ody ot r zy my wa n-Marinkovic?01§lo m- w [ Si | ver

1.70ddzi agywani e flawonoid-w z bgonami

Bjona plazmaogry nat aagzaxzj Nce wewnNtr zkom-

j ednymi z miejsc oddziagywania fl awdtanoi d- w
czNsteczek dostajNcych sifn do kom-rKki dl e
dwuwarstwN | ipidowN, jak i biagkami bgonow
dziagania. AktywnoSi biologiczna zwi Nzk-w
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interakcjizme mbr anN, jak r-wnieU miejscem ich 1ok
[Selvarajiin.,201p Fl awonoi dy wpgywaj N zar - -wno na Ww§
takie jak pgynnoSi, przepuszczalnoSi, integ
aktywnoSi biagek integralnych w tym enzym: w
bgonowy imrnae procesy zwiNzane z me mbr anami
bi ol ogicznego | ak i medycznego punktu wid
aktywnoSci N antyoksydacyjnN, przeci wnowot:
pr zeci wZsaghigal 20N; W i in., 2013; Tsuchiya, 2010; Margina i in., 2012;

Cyboran i 201k

|l stotnym czynnikiem wpgywaj Ncym na inte
struktura chemiczna. Zar - -wno konfiguracj a,
grup hydroksylowycho becno Sl reszt cukrowych jak r - wn

w pierScieniu C decyduj N o typie oddziagy
rozmieszczenie grup hydroksyl owych wpgywa
znaczenie w sposobie ich interakgi b §[Oteizd i in., 200k waUnN roln
oddziagywaniach pomindzy zwi Nzkami fl awono
przestrzenna oraz obecnoSi reszt cukrowych.
w pierScieniu B or azk omziyed omeejghoc emap oNd sptgaaverki Nk a
tym idzie charakteryzuj N sifi winkszym powi
grup hydroksyl owych galusanu epigal okatechi

do dwuwarstwy lipidowejHavsteen, 2002].

Ponadtp oddzi agywania el ektrostatyczne, two
choli nowymi fosfolipid-w, oddziagywania hyc
tguszczowych or az mol ekul ar na geometri a
wbudowywani e s bmembrai@awbkowska”la wl idga Ji in., 200

DuUe znaczenie w interakcji tych zwi Nzk:
zal eUnoSci od charakteru fl awonoi du i stni

oddziagywania z bgdgonN | idpiod bwMW.anzZwinMz pio wh ed
i oddziagujN z ggowami polarnymi fosfolipid
dzinki obecnoSci N licznych grup hydroksyl ow
wobec r-Unych szkodl ilawonady o charakterreihydrofabowyd k o | ¢
wni kaj N w ni e p[&dejmanrip., 2004;jOteina i in.j26D5 y
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I nterakcje z dwuwarstwN |ipidowN zal eUON
elektrostatyczne flawonoid-wpowadujce Nsnheery

deprotonacjn grup polarnych, a tym samym gg¢
| i pi dowN. Movil eanu [ wWsSp-gpracowni cy wy |
dwuwarstwie |ipidowej zaleUy od weanottenSci t e
wchodzi ggnboko w dwuwarstwn |ipidowN podcz

ggowami pol arnym f o s-Wwodd[Moypileaduimw., 2009 gr ani cy | i

Lokalizacja flawonoid-w w r-Unych rejona
uszgwnienia.Zwi Nz ki te wchodzNc w interakcje z fc¢
| i pi dowN mogN ograniczal ruchy ich gaEuch:

przejScia fazowego w stronfin wyUszych warto
obri Ua [SElarajiin,20lp Zdol noSi fl awonoid-w do zmi

decyduje o charakterze ich biologicznywtk t ywia8ce. dzi agani e znacz

funkcjonowanie enzym-w i receptor-w bgonowy
kt-rych poSredniczy bgona. Wi inkszoSi bada
pgynnoSci me mbr an. FI awanony i izof |l awony
dwuwarstwy | ipidowej p o wArdra j ilN, 200fn Badanjag z e ni e

uOyciem fluorescencyjnych znacznik-w wykaz
maj N zwi NzKk.i oddziagujNce na ggnbsze regi
fl awonoidy powoduj N usztywnienie bgoN kom-:
sifn winkszN pgynnoSci N w por -wnaniu do kom-
zesp-§ Tsuchiya potwierdzaj N usztywniaj Nce
ten powi Nzano z cytotoksycznym dzi adani em f
prowadzone przez ti samN grupn potwierdzaj N
w stfnUelnGd a®dmol5/ L zmniejszaga pgynnoSi me m
stiUeni ach powodowaga odwrotny efekt. Zasu:
zwi Nzane z jego oddzi agywanTsehya nia., 2p08,wi er z
Tsuchiya i in., 200B Podobne wyni ki otrzPmw ngeswp:
doSwi adczeniach na |iposomach uformowanych
EPR, NMR i FTIRwy kazagdy usztywniajNce dziaganie e
hydrof obowych ga@®uch-w alifatycznych j ak
fosfolipid:-w. Z kol ei kwercetyna | okali zuj

dualistycznienipowioduf NoSaipghndr of obowe | [
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polarnych. Wszystkie flawonoidy wbudowywag)
wi Nza® wodorowych p-OmRDBdDny- - we prondratresmcl f os
gr upami hydr oksyl fPawikoiskaP g whiigai Nzknw]. 2012,

Il nne badania dotyczNce flawon-w takich | a

zmni ejszeni e pgynnoSci bgony wywogane ob
zahamowani e wzrost u k[blemeriasaik, 201G K koleiFsuchiyak i ma c
zasugerowag, Ue upgynnienie bdony przez kat

dzi ag @suchgan199p Lokalizacja oraz oddziagywan

bi ol ogi cznymi decyduje r-wriwnldSwoi .i chonarmrts
|l iteraturowe sugeruj N, Ue zar-wno zmiany w
tych zwiNzk-w w czinSci powi erzchni owe | k

przeciwutl eniajNce poprzez bl okmiwamdenowy mir
[Selvaraj i in., 201p

Zwi Nz K i o charakterze flawonoid-w wpgyw.
bgony. Movil eanu i wsp-gpracownicy badaj Nc
dwuwarstwi | ipidowN wyksazmbktuilde jfalwonwohi e
przewodnictwo i p[MdvieanniinS 20007 keldi wyniki azyskale

przez zesp- GP aPna wilgiik opnostkwieegr dzi gy, Ue api gen
zmi any wjgaSci woSci el ektSwyazdroyemi amenmbizan

Conocephalum conicuno b s er wowano wzrost potencjag- - w

traktowanych zar - wno §#PpvlkpeshaPa | i & i igre.n
PawlikowskaP awl nga Jt in., 2009

Zwi Nz ki te mogN r - whii @3k aodidreti edjryavlard e nk
PawlikowskiejP awl ngi wykazag, Ue kwercetyna wpgJywe

integralne bJony erytrocyt - -w p ¢PadikbuskaNc z mi

Pawlnga I FhawoB008Yy poapjrazneze wpedcyew tma -dvz iz n
w bgonach majN zdolnoSi do modul owania szl &
mogN oddzi agywal na biagka transportowe ob

fl awonoidy dziagaj N | a kielolekowdj takich iak MRP1 D i a § e k
glikoproteingP  w r - Unych 1liniach kom-rek nowot wor
aktywnoSci wi el u enzym- wazabnjitochomdtigina,hATRazak i c h

zal eUna 0% Mg?o, APTaza N&K*, oraz fosfodiesterazcAMP i cGMP, co
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moUe miel zwi Nzepkr zedicwn aGrayianirCtigdih,NL979;
Revueltaiin., 19917

FIl awonoidy wpgywaj N r-wnieU na dziaganie

zal eUOnoSci od r oaktay wo vkaain alwb moamo wael . Kan e
przez te zwi NzKki jest kanag CFTR, odpowiad
polifenol owe, w tym flawonoidy mogN wpgywa

podstawie otrzymanyc leespjy nd ckwiwe d | i Ho qluee kiwejrec
wypgyw Uel aza przez f @odstawpep o gné, kemajdhkij Nc
gruczol aka @Rpqguddmi20y CrRaoccroadt o, zwi Nzki te m
kanag-w jonowych obevi mynofSnwcmadzywrirzah ko
w regul acji napi Acia naczy@® krwionoSnych o
dziagani em. Przykgadem moUe byl genisteina
mi ocytach wyi zol owanycchh uzc hmackzry-G i krawi oZnvwoi SN
zahamowani e napgywu wapni a do kom-r ek mi r
depol aryzacj. i zwiAUeniu naczy@® krwionoSnyc
FI awonoi dy wpgywaj N na dzi acdlwi rmczykisaalh a g - w
krwi onoSnych walkhiOthweakhak@&T®Jy kanagdgy potas:
czy aktywowane jonami wapn[&cholz iin., 20lpBadani a Mat sui i wsp-
wykazagy, Ue procyjanidyny ob eiennaertyszczira b §J k a c
poprzez aktywacjn k i [M&tswi i kh.a2009gZ wk plo¢ ia s @ wy &Nt
polifenolowe obecne w czerwonych winogronach takie jak kwercetyna, katechina oraz

resweratrol hamuj N kanagy sodowel aptmécne w
[Wallace i in., 200G

Ni ekt -re flawonoidy i i ch pochodne <char:
dziaganiem. Takie wgaSciwoSci mogN byl zwi

bgon mikroopgymiaz mvwi eU na | eji ppowadzegous zc z ¢
zakg-ceni a,ametr @lzall it ami e d®elvaBamiing 20&E Liczned m- r K i
badania wskazuj N, Ue bgdgony | ipidowe stanow
katechin. Zwi Nz&kk maegyyohwosdar N fwlywdr escencyj
czy karboksyfluoresceina z wnitrza magych |
jednowar st wowych l i posom- w uf or mowanych Z
uszkodzenie bgon | iptdopwmad. zPesdolndampai k
doSwi adczeni ach z gal usanem wepigal okatechi
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l i posomy (GUVyY) jak model bgony bakteryjne,

GUV:-w, indukowadg ich agr egmgdambaior 200 Nankani e
t ej podstawi e, stwierdzono, Ue katechiny d:
wyjaSnil to zjawisko naukowcy zaproponowali

zwi Nzki te poprzez b e zepiafBnko dwuwakstwy lipidowejr a c j i
powoduj N jej zakg-cenia. R-wnoczeSnie katec
do ich agregacijilkigai i in., 1993.

I nterakcje flawonoid-w z bgonami bi ol og
mechani zm- wgti zhbipazegd wdzi agani a. Wy kazano,
taki ch or gQG abicangiC. wparapsdokis Malassezia furfur, T. rubrurorazT.
beigelipopr zez zaburzenia ich bgon kom-r kowych,
kom-r ek o rweezwnwtcrizekkoun- r k o[lvee cit, 2G1& gadni k - w

Ni ekt -re zwi Nzki flawonoidowe <charakter.y
wyspecjalizowanymi obszar ami bgony, a mian
obecne sN Dbiadgka HhieoroNcaez wpdziekd zw warna nus psoyrga
Przykgadem takiego zwi Nzku jest EGCG, Kt -
nask-r kowego czznyanndi ukj)aN owezrréobsiiteu t r at w | i pi dow
do aktywacji sygnadg-whbabeNgychnydhi agaw pe
[Tachibana,20]1 Ponadto katechiny z zielonej herba
w tratwach | ipidowych dzinki czemuhengy k az uj |
in., 2012].
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| 1. Cel pracy

FIl awonoi dy sN zwi Nzkami roSlinnymi 0
wykazuj Ncymi wiele wgaSciwoSci biologicznyc
antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwzapamneele innych. Jednym z miejsc
oddzi agywaaid- Wl wwkom-rkach sN bdony kom-r
pomi Adzy bgonami a tymi zwi Nz k ami moUe p
mol ekul arnych mechanizm-w ich dziagania na

i stotne dl a t,erwaptiyim wiheolru bc hnoorwobt wor owyc h.

Lenzozyd Ab naleUy do flawonoid-w i j es
nadzi emnych c¢znfSc Lenssuitaddeodnianwlinaj Zaidterdsowanje  (
tym zwi Nzkiem wynika z faktu, idieejporgjest t o n

bardzo mago danych | iteraturowych na temat
roSliny.

DIl at ego gg- wnym cel em podjntych bada
| enz ydbud oA wchodzeni a madaelndwymikcpgorrami spo

di pal mityl of osf at ydy |sopcohsoolbiun yo d(dixP Padj)y, w aonki rae &
membr any opceemrizejzego wpdywu na wgdaSciwoSci
dwuwarstwy lipidoweja t ak Ue poznaniacjokfl awacpi di wr

Kol ejnym celem bygo sprawdzenie oddziagyyV
skgadni kami kom-rek | inii prawi dgowych i n
nowotworowych takich jak rak szyjki macicy (HeLa)rak krtani Hep-2) oraz linii

prawi dgowej, kt- -r N stanowi gy fibroblasty s
Aby ocenil skutki inkorporacji LAbB do bgc

czNst kowe:

1. Analizn zmian w morfol ogi. [ ul trastrukt

kom-rkowych poddanych dziaganiu fl awonoi d
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.Sprawdzeni e wpgywu badanego zwi Nzku na g
Srednica, obw-d, dgugoSi, szerokoSi oraz

kom-rkowych.

3. Ocenn wpgywAbnlaenndzankdyn apoptozy, .nekrozy

.OkreSlenie cytawoksydmnoScitosunku do kon
nowot worowych.

.Zbadanie dziagania badanego zwi Nzku na ka
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|l 11 . Materiagy I met ody

3.1. Badany zwi Nzek

W badaniach st osowano -3-@[6-©-B-kofeith)-b-DX b ( kw
gl ukopi r an-bR-galaktopirand/}7{0-b-D-glukuropiranozyd)i poc hod n N
kwercetyny wyi zol owanN z nadzi e mnyioa czn$s
Flawonoid ten w swojej stradkur ze opr - cz dw-ch pierScieni
pierScieniem piranu zawiera trzdp).liofligazt y cu
zwi Nzku w postaci U-gtego proszku byg rozpt
dimetylu (DMSO) (SigmaAldr i ch) . Roztw-r | enzozydu Ab pr

HOOC o
HO
OH
HO
O
HO o
O
Il
NS
O
HO &
HO HO o~
OH
Ryc.16. Wz - r | enzwazlydws Wi [ in., 2014].
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3.2. Odczynniki

T PodgoUa hodowlane i dodatki do podg- U:

~

-podgoUe bubdooosMadified Eagle's MediuDMEM - SigmaAldrich
-podgoUe hodowl SigmeAldRdA M| 1640

-0,25%rotw- r trypsyny z dodiaSignaAdnch0, 53 mM ELC
-bydl nca surowiidcGhbcopgodowa ( FBS)

- antybiotyki: penicyliny 100 U/ml, streptomycyny 100 U/ml, amfoterycyn® B5
Og/ ml ( Si gma)

1 Bufory:
-buf or PBSCaieMg?® {Bomedw
- bufor PBS z jonamC&* i Mg?* - Biomed
- bufor HBSS(Hanks Balanced Salt SolutionpigmaAldrich
-0, 1 M bufor kakodyl anowy do pgukania pH
- bufor kakodylanowy do utrwalaczy (z dodatkiem 5 mM Ga@Po sacharozy)
1 Zestawy komercyjne:
- LIVE/DEAD cell viability kit - Thermo Fisher Scientific

- Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FTIC) apoptosis detection -kiBD

Biosciences,BlPh ar mi ngen E

1 Inne odczynniki:
Aceton- POCH
Aldehyd glutarowy 25% Polysciences Inc
Azotan-RPOLCHwWI u
B kit toluidynowy - Sigma Aldrich
Chlorek magnezu Mggt POCH
Chlorek potasu KCl POCH
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Chlorek sodu NaGI POCH

Chlorek prazeodymu Pré& SigmaAldrich
Chlorek wapnia Cagt POCH

Chloroform- POCH

Czer wi e (&SgmaAidrith n a
Cytrynian sodu POCH

Czterotlenek osmuSigmaAldrich
Dihydrorodamina DHR 123Molecular Probes
Dipalmitylofosfatydylocholina (DPPQ) SigmaAldrich
Ditlenek deuteru (BD) - ARMAR Chemicals Co.
DMSO (dimetylosulfotlenek) SigmaAldrich
Etanol 96% POCH

Etanol bezwodny POCH

Glukonian potasud SigmaAldrich

Glukonian sodu SigmaAldrich

Kakodylan sodu SigmaAldrich

Kwas octowy- POCH

Octan uranylu Polysciences Inc

Or anU a-Sigmaiigrichy

Hoechst 33342 SigmaAldrich

Tricine - Sigma Aldrich

Wodorotlenek soduPOCH

t ywi ca LiigriéAldriche
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3.3. Materiag badawczy

3.3.1. Liposomy i ich preparatyka

3311.Li posomy wi el owar st wowe (ang. Mul ti |l am
FTIR
Wi el owar st wowe |l i posomy zostagy spor zNd
(DPPC). Porcjn DPPC’°M awz Nstag WNcbdr 2z 73 mol1®

rozpuszczonego w etanolu mieszano i odparowywano w strumieniu gazowego azotu oraz
pod pr-0ni N. Nastfpnie wytrzNsano energi

dodatkiemDO w t emperaturze nieco powyUej 41AC.

3.3.1.2. Liposomy wielowarstwowe (arigulti | amel|l | ar Vesicl es, ML V)
'H NMR
Fosfosfolipidy (DPPC) [ |l enzozyd AD 71 o0zj
etanolu (1:1). StnUenie fl*Mwanoi ¢pi diMvp 8- Rc e
NastfiApnie rozpuszczalniki odparowano w st
Nawodnione RO pr - b ki energicznie wytrzNsano pr z
temperaturze powyUej 41AC. W celu uzyskani

poddanodzagani u ultrad¥fwink-w (8 razy po 3 se

Cel™™ USA) w temperaturze 4A C. Przed samym pol

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

Do sporzNdzeni a wi el ki ch jednowar st wowy
di pal mitylofosfatydylocholinn (DPPC). St nU0e
wykorzystano roztw-r | e nwanzdp dtanolodvégo mztwotua n o | U

| i pidowego ewi &t {ipindetmUe przekraczago 27
stosunku do DPPC. Nastnpni e na wewnntrzne
(35x4x0,5 mm) nagoUono po afiéwsBimiemlgazewegoni ny
azotu. Elektrody pozeodgedziUmni Ni mk wchedwa u s |

rozpuszczalni ka organicznego. Nastnpnie el e
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w kuwecie zawi er aj Nnd,j20 mMoTziding, 10 mMoKCE, mHr7gh)wy  (
El ektroformacjn prowapgepnpowplrmezmi2e groydm i na
wartoSci 2,1 V w temperaturze 50AC (powyUej

3.3.2. Typy kom-rek i warunki hodowl i

W doSwiadczeniach uUyto linii kom-rkowy
B ECACC Nr85060701), raka krtani (H&p E CACC Nr 86030501) or @
l udzki chl isnki-ar ykom- r kowa wuzyskana z hodowl i
ludzkiej). Hodowle prowadzone po Uy wc e (RiRaMéLa ilHep2)oraz DMEM
(inmHSF)z dodat kiem 5% pgodowe|] surowicy bydl
antybiotyk: w. Do b a dla0d/my Gtyeptamycyny®® W/mly | i ny
amfoterycynyB0 , 25 Og/ ml . Ko m-®k & in- ole gwiyssti oeSixcain ol dxo 1
typu Falcon (5 ml) do obserwacji mi kr osko
Kom-r ki inkubowano w temperaturze 37AC w a
CO. Hodowle poddano dziaganiu | BfAzegyohu. ABz
inkubacji wynosi g 24 oraz 48 godzin. KoEcow

przekraczago 0, 25 %.

3.4. Metody

3.4.1. Spektroskopia FTIR model owych bgon |

Do bada® wykorzystano wielowarstwowe I
procedury opisanej wodoodrozdziale33 . 1. 1 Pr - b ki po gagodnym
umieszczone na krysztale ATR przez odparowanie wody destylowanej z doda#iem D

(pH 7,4). Widma absop cj i w podczer wieni rejestrowa
transfor mat N -FFIR)u (Nicaelet aiSS50R, ATh&mo Scientific, USA)
[PawlikowskaP awl nga 1. iPnodc2z@%4 pomi ar -w pr - bki K

argonem. Dl a kaUdego pAdma absorpcji zbieiare wabsaarzel 0 s k
pomi ndzy 40920 wwz4gd M dameni em jednegol punkt
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DoSwiadczenia przeprowadzono w temperaturze

z uUyciem oprogramowania Grams Al z Ther moC

3.4. 2. Absorpcyjna spektroskopia w podczer

kom-rek wybranych I i ni i Kkom-r kowych
Kom:- r ki Il nkubowano odpowiednio przez 24
obecnoSci lenzozydu Ab Gkemt/mdl d)enza ztyakUe

podgoUe usuwano a monowar stwn kem:rkKd&km-prrkie
zostagdgy delikatnie zeskrobane za pomocN skr
fosforanowym z 5% dodQ@).ki Bm-apokrighywiravarduJk i e |

zostagy umieszczone na krysztale ATRO przez

(pH 7, 4) . Wi dma absorpcji w podczerwieni
transf or mat NFTRp[RawlikavskaP a(wA TNRya JiPodazag0pdmi ar
pr - bki bygy przedmuchi wane argonem. Wi d ma

Nicolet i S50R (Thermo Scientific, USA). Zbi
absorpcji zbierano co jeden punkt pomiarowy czyli co 2,omobszarze pominid zy 4000

400 cmt, Jak tgo stosowano czysty krysztag.

temperaturze 21AC. Analizy spektralne wy Kk C
ThermoGalactic (USA).

3.4.3. JNdrowy r e?oNMMR)s bragineéowyemysgpor zNd
DPPC

Liposomy wielowarsto w e do doSwiadczeni a przygot o\
opisanej wpodpodrazdziale3.3 . 1. 2. Mi eszaninn DPPC [ LADb
prob- wek NMR o Srednicy 5 mm. Wi d mya zost

spektrometru NMR Brucker Avance 3QRiemcy). Pomiawykonywano w temperaturze

60AC w pulsacyjnym gradiencie pol a. Szer ok
rozdzielczoSi cyfrowa 0,137 Hz. SzerokoSi
akwizycj i i op-Ffnienia wynosi g odpowiednio 3,6
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3.4. 4. Mi kroskopi a obrazowani a czas- - w Oy

jednowar st wowych | iposom-w z wbudowanym

W doSwiadczeniach wykor zyst anpmygoiowarkek i e j

metoda el ektrofoBmad8) i Dpodbmdadez iuddyt ®. mi kr
OLYMPUS | X71 (OLYMPUS, Japonia) pogdgNczonego
200 (PicoQuant, GmbH, Ni emcy) . Za pomocN p
gene owano wi Nzkfin wzbudzajNcN o dgugoSci fa

| aserowej na pr-bce wykorzystano obiektyw i
numeryczne,j r-wnej 1, 2. Na drodze wi Nzki W
50 Om, ukoUlriywi aga wybranie pojedyncze,]j Py
interferencyjny ZT 405RCD (Semrock, USA) z:
wzbudzaj Ncego. Aby zapobi ec rejestracij.i k
emisyjnej (przed detektoremyst awi ono f il tr pasmowy HQ 43
| awi nowe | ( APD) pogNczone,j z ukgadem Hy
skorel owanym w czasie zliczania pojedynczyc
Single Photon Counting) rejestrowano fotony fluogsgyjne. Dane analizowano przy

uUyciu pakietu oprogramowania SymPhoTi me 6
anizotropi.i dwi e skgadowe polaryzacij. emi s |j

modugu polaryzacyj nego ( anma.dwapdeteksony,ipzédng c u

Kt - rymi ustawiono filtry polaryzacyjne, ocC
detektor a. Ani zotropia fluorescencj.i zost a
warto@deiscfelncji @)y oistopwandldgog gk€jer(umS&k u pol ar

wzbudzaj Ncej
r=FE GR)/(FE 2GFQ) (1)

Przed pomiarem okreSlono instrWsmendazwniyn iwl p
jest stosunkiem czugoSci detektor-w na Swi:

r-wea@ym do kierunku polaryzacji wiNzki wzb

Dzinki uUytemu systemowi jednoczeSnie rejes
pr - bek. Il ntensywnoSI zani ku fluorescencji
wykgadni czego st os mRhdlime 64pvr2d gRicaQuanty Nienicy. Sy
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Na podstawie zaleUnoSci

&

F, 1. 3
— = —tan ¥
II' il 2

obliczono Sredni kNt orientacji pomindzy |
wbudowanych w dwuwarstwi | ipidowN a osi N
badani ach anali zowano 20 | iposom-w GUV.
3.4.5. R-Uni cowa k al or y mielkich ijeainowargtveowyicm g o w a

l' i posom-w (GUV)

W badaniach kalorymetrycznych stosowano wielkie jednowarstwowe liposomy
DPPC otrzymane metodN elektroformacij.i I 1 pi
rozpuszczono w etanolu. Utworzone liposomy wirowano za pdmowi r - wk i | Fuge
Neuation (EQLAB, Pol skKaninz ppzéadakBdScmiNnu7oQC
wstrzykninciem do kalorymetru odgazowano.

220mM zawiesiny zwirowanych | iposom:- w.

Do bada@ st os oyvwkanirmowy kaldrgmet biaraCal \VBapillary
DSC fir my GE Healthcare (USA) . Dol ne fr ak
wirowaniu (wraz z osadem) wstrzykiwano do Kk
badanN. Do drugi e] kpykrwandrehakNersaynNn eojb)
Pomi ary wykonywano przy ci Snieniu 0, 28 MI
(70A/ godz.) w temperaturach od 35 AC do 5
przeprowadzono pomiar, gdzi eord o Qodb ut ekrommo-grr ez
otrzymanych dla badanych pr-bek odej mowano

krzywej samej pr-bki. Do analizy krzywych L

3.4.6. Pomiary patchc | amp f i brobl ast-w sk-ry czgowi eke

Technika patchc | amp umo Ul i wi b apdraznei peg yspraezuNneiyecrhi
pojedyncze kanagy wkbhgyomadSH Kam-argk ovwypoh .as ov

w konfiguracji insideo u t stosuj Nc *gNMaadiDeontp ojmbim-rw wk uUyt
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roztwor - w. W okwango rszien zrnoazjt w- rl40anMpdtukoidign@ =z a wi
sodu,4mMMKCl,2mMCaGl 10 mM Hep natomiast wewnNtr z
roztw-r zawierajNcy 140 mM glukeonopHhh3u pot a
Pomi ary wykonywamnr&ki chakgoamt ke&ghfzbloldl ast - w
insidleout . Aby wykluczyl aktywnoSi kanag-w ch
Pipety pomiarowe zostagy wykonane z bor ok
Pomiary pr Nd-w | onowy c hyciuzrgesttatarg yxopatghk200Ba n e
amplifier (Axon I nstruments). Dane zostagy
dol noprzepustowego oraz zdigitalizow@ne pr z
kHz za pomocN opr o Goft@areqAxenninstamedts).a mpe x 7

3.4.7. Test UywotnoSci kom-rek metodN czer w
Met oda pobierania czerwieni obojntnej (
|l i zosomy Uywych kom-rek, pol ega na oceni e

obofitna w kom-rkach z prawidowN bgonN kom

kom-r ki, podczas gdy w kom-rkach 2z wuszkodz
roztwor u. Il ntensywnoSi zabarwienia jest w
wychwyconego przezlzosomy Uywych kom-rek. Pomi ar s¢g
il oSci bar wni k a, kt - ry pozostaje w kom-rkac

Oywych kom-rek z ni eus zk oRawlixawskaPmgvd miNg ac yi t oi pr
2014.

DoSwi adczenie przeprdowakdavwyrcd .n & op ghytdkoard |
1x10°kom-r ek/ ml , po zIlaniu poddgoUa hodowl ane
rozci e@®ze ®w epngzyonziyed uhoAMd owl anym z 2% dodat
bydl ncej48 P@o®z4i niach inkubaciji w warunkach
hodowl any. Do wszystkich dogk-w dodawano p«
dzie® przed uUyciem w medium hodowlanym d
odwirowanego przy 1500 obr./minzpe z 5 mi nut , w cel u usuninnci
Po 3 godzi nach i nkubacij i w warunkach st a
przepguki wano kaUdy dogdgek roztworem utr wal

CaCb). Po 2 minutach usuwano utrwalaczda dogk:-w dodawano po 1
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rozpuszczalnika (1% lodowaty kwas octowy w 50% etanolu) i ekstrahowano przez 20 minut

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie o0z
przy dgugoSci fali eoFE®&pt0ekn m iurlgwalMdNice cwlya
analiza byga wykonana w trzech powt- -rzeni ac
grupami zastosowanotesdtt udent a, gdzi e wartoSci p <0,05

3.4.8. Test Uywot BEADSci kom-rek LI VE/ D

PodstawN testu jest r-0Una przepuszczal no
do mieszaniny dw-ch barwni k-w fluorescencyj
barwni ki em ziel one|j fluorescencji i wybar w
kom-rkowMNEAD red jest barwnikiem czerwonej
z uszkod ZMitchdlliib.,Jl89§.N Do spor zNdzenia mieszani
2 Ol barwnika SYTO 10 i barwnika DEAD red,

Kom-bkdy inkubowane z badany zwi Nzkiem \
przez 24 i 48 godzin. Po tym czasie kom-rki
dodano 250 Ol roztworu mieszaniny barwnik:-\
ci emno%pierat teze pokojowej . Nastnpnie kom-:
p- Tniej ut r wal adoroztworze aldehyduoglitarowmego w buforze HBSS.
Kom-r ki ponownie przepdgukano SwieUym bufor
uUyciu mi kroerkoyjundda oMiekson Labophot 2 przy
poddano 1000 kom-r ek z | osowo wybranych |
powt -rzeniach. W celu okreSlenia r-Unic ste

t-St udent a, g dpD5uenaw aaistoméstatystypznies 0

3.4. 9. Barwienie kom-rek jodkiem propidiono

Metoda ta umoUliwia identyfikacjn kom:-r e
podstawie fluorescencji barwni k. - wtanoidNdJ Ncyc h
bar wni ki : jodek propidionowy, kt-ry |Jest t
kom-rek i ni esel ektywnie §Nczy-5parzasadlasaz d wu n i

Hoechst 33342 bndNcy barwnikiem nimie eski e
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kom-rek Uywych jak i apoptotycznych i wbudc¢
w adeni nflankowskayiimi199Y Do sporzNdzenia mieszani

q jodek propidionowy3 00 Ol (stnUenie wyj Sciowe 0,5
f Hoechst33342 -200 Ol (stnUenie wyjSciowe 0, 4

f woda destylowana- 500 Ol

Odpowiednio przygotowanN mieszaninin bar

na 1 ml poUywki zawierajNcej kom-rki. Nastan
W temperat wr zteym3d7cAzCasiR dokonano analizy |
fluorescencyjnym Ni kon Labophot 2 przy dgug

analizowano il1o0oSi kom-rek apoptotycznych,
propidionowy powoidewiad komowek zmbdlar wt ycznyec
Hoechst 33342 wybarwiag | Ndr a kom:-r ek pr a
powoduj Nc jasnoniebieskie Swiecenie kom:-re

statystycznych mindzyStgdepami pdsteswwahoSt

za I stotne statystycznie. Do oblicze@® branc
mi ej sc. KaUdN analizfini wykonano w trzech pow
3.4.10. Analiza kom-rek cytometrem przepgyw

JednN ze zmi An wz akchm-drzdNec y podcz as proce
przemieszczenie fosfatydyloseryny z wewnntr
bjony kom-rkowej. Aneksyna V swoi Scie wiNU
wykrycie w bgoni e k ojme d rkooovzeg s n efyaos t loasrowiaenn i
sprziUonN z izotiocyjanianem fluoresceiny

wykrycie kom-rek z usBaroiklimg20. bgonN kom:-r ko

Kom-rki inkubowano z bad3hOyls2ia0uymki em v
przez 24 48 godzin [ wykonano <cytometry
nekrotycznych z wykorzystaniem testu aneksyafM TC/ PIl1 . W tym cel u Kk
buforem PBS?Mg%7 jaonawt@@nie inkubwERTRO z r o

przez 3 minuty. Po odklejeniu kom-rek, do p
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wzbogacony 10 % isnuarkotwyiwcakt jw cterlyupsyny . Nastnp

prob-wek pomiarowych o poj emnppzezi5mihtsPoml i
dwukrotnym przepdgukani Mg iewirowdniu, R8\&szénbe z | o
je w buforze wi NONcym. Do prob-wek pomiar
kom-rkowej dodawano po 5 el roztworueAneksy
kom-r ki inkubowano w ciemnoSci w temperatur
kaUde| prob- wki dodawano po 400 ¢l buforu

zakoE&zenia procesu barwienia przeprowadzan
uUycyituometru przepgywowego FACS Calibur. Fl
kanagacH.-3.FL1

Met oda ta pozwala wykryl 4 populacje kom-re
T nie wi NUNce aneksyR-y ctzwike womMUNEEe ByweA
T wi NOUNce aneksy(An+Pl) nikomirNKiNcwec Z2Rdsnoapop
T wi NONce aneksynin i wi NONce Pl (An+/PIl +),

T nie wi NONce anek-s5Phy)|i wbomUNEe Rek(abhycz

3.4.11. Pomi ary parametr - w mor fometryczn

kom- rkowych

Komrki uUyte do bada® bygy inkubowane z
przez 24 godziny. Kom- r ki del i katnie zeskrc
nast nurwalamo w 4% roztworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze
kakodylanowym przez 2 godeiy | 1% czterotlenku osmu pr
Proceduri przeprowad.zoMNas twi ptneinep ek camh-urrkzie byAC
szeregu al kohol - w i aceton-w UwnwiwcydalR zWhi
P-gcienkie skr awki wymeaamikiotomie RMCOMEXL @ucsome nt o
Ari zona, USA) . Nastnpnie skrawki Zzabar wi an
pod mi kroskopem Swietlnym Ol ympus BX40 wypo
System (SI1S) Col or Vi e wrzépiowadzond prayl4dkratngm mor f o
powi nkszeniu. W analizie uwzglndniano dgugo
Sredni ceArkalm-zewkano 12000 - khiepeeRn Jlniz e st at yst
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mi idzy grupami okr eStl wdeon tzaa, pgodnzoiceN w aersttouS cti
istotne statystycznie.

3.4.12.Skaningowamikroskopia elektronowa (SEM)

Kom-rki nowot wor oe2weorlaznikionderLkai iprHewi dgJow
i nkubowane z lenzozydem Ab w stnUeniach 5,
Nasthnpnie zIlewano poUywkn i pgukano kom-rKk

aldehydzie glutarowym w 100 mM buforze k a

czterotlenkuos'\u pr zez nastnpne 1,5 godziny. Procec
4AC. Nastinpnie kom-rki odwadniano w +osnNc:
100%) w temperaturze pokojowej, suszono w p

napylarceEmitechk’6 50 X. Pr - bki obserwowano przy uUyci
LMU (Czechy).

3.4.13.Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)

Do zbadani a ultrastruktury kom-r ek Z a:
el ektronowy. Ko m- r2k HSF)( poi alahiip o g b Ba HKHegowl a
przemywano buforem PBS i utrwalano przez 2 godziny w 4 % roztworze aldehydu
glutarowego w 0,1 M buforze kakodyl anowym
utrwal acza I przepgukano kom-r ki O, 1i M buf
utrwalano przez 1,5 godziny w 1 % roztworze czterotlenku osmu w 0,1 M buforze
kakodyl anowym o pH 7,4 i ponowni e pgukano (
prowadzono w temperaturze 4 UcC. Kol ej nym
rosnNcym etonue(BOe100%) va emperaturze pokojowej. Tak przygotowane
kom-r ki przesycano mieszankami acetonu i 0
3:1, 1:1, 1:3 acetonu do Uywicy) przez 2 ¢
Oywicy (2x 3 mgogziowwphoi wpolemperaturze 55 U
materiag trymowano i cinto nAb5 unmraai @rokno
mikrotomu RMC MTi XL (Tucson, Arizona, USA). Skrawki umieszczono na miedzianych

siatkach a nastpgirpmny eu kymitr as¢ oavmmour anyl u
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(podrozdziag 4.13.1). Preparaty ogl Ndano v
Zeiss EM 900 (Carl Zeiss, Niemcy).

3.4.13. 1. Kontrastowanie preparat-w do tran

Naszalce Petriego pogdgoUono pgytkfanupar af i
uranyl u. Nastnpni e za pomocN pihsetKki na |
preparaami (stronN | Sni NcN do kropli) i zamkniif
20minut. Pa ym czasie odci Ngnifito octan wuranylu

wodzie redestyl owanej wygotowane] do pogowy

kropli odczynnika Reynoldsa (azotan ogowi u,
guks eNaOH (w cel u wi)Nz aSii aat knia dbomd rawiuo nCoO pr z e z
odci Ngni ito odczynni k Reynoldsa i pgukano w

suszono na bibule w szalce Petriego.

3.4.16. Bar wdiemy cer kroad ameikn N ( DHR) 123

Bar wi eni e di hydrorodami nN 123 pozwal a
pojawiaj Ncego sifi w kom-rkach. Barwni k DHR
biernie dyfundowal w poprzek bgonyjest W cyt
utl eniana przez reaktywne formy tlenu (ROS)

sin w mitochondr i ac hVilddavalldin.z200d.| onN f |l uor esc e

Do hodowl i kom-rkowych dodawano | enzozyd
Qy/mliink ubowano przez 24 i 48 godzin. Nastnpni
I zawieszano w buforze PBS o pH 7,4, po czym dodawano barwnik DHR 123 do uzyskania
koEowego stnUenia 0,5 Og/ ml [ i nkubowano
Obserwacje prowadmoo przy uUyciu mikroskopu fluores
uUOywaj Ne Af. i IDtor aobB i cze® brano pod uwagin 100
mi ej sc. KaOdy pomi ar wykonano w trzech [
statystycznych mianatestyS tgurduepnatnai, zgadsztioes owmar t oS

za istotne statystycznie
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| V. Wyni ki

41. | nt erakcj e |l enzozydu AD z i p

di pal mityl of oDPRC) ydyl ocholiny (

W badaniach zastosowano spektroskopin ab
Fourier a (FTI R) , kt - -r a j est czugN techni
mol ekul arnych, mindzy i nnymi w bgonach | iy
wpgywu dodafldwy&hw na wgaSci woSci bgony | a
znajdujNce sifi w niej czNsteczki. W  widm
nani esi ony cATR poarzek edyasowania Guforu na bazigOD s N wi doczn
pasma odpowi adajic éebszar- W rzaknesie B3P ncm® jest
charakterystyczny dliH Regom 238000 ccetcodpbvgadg Nc y ¢ h
drganiom rozci Ngaj Ncym (symeéChyiCeny kti- rymcthy
maksi ma sN pir 2849 c'9rganiac mz ci Ngaj Nce estro
karbonyl owych DPPC wyPasmbd proyj1468 @hregrazentbwaBed ¢ m
j est przez drgaifkha na%y pawiodpowidlg 8rgamiom
parasolowym grup CHs. W obszarze grup polarny¢ho s f ol i pi d - w obecne
pasma reprezentuj Nce drgani ai P@&n(i¢gxsgmphet rycz
symetryczne r 62 M9&¢mMc ec zgirSwcp owo nachodz N«
reprezentuj Nce drganii@OiFQ@Qar &Ny a NTmo ugd puewiv
drganiom antysymetryc z'inGHs(960 ont)c.i Nlgaak Nveiyinc ,gra
widm FTIR umoUliwia badania oddziagywani a |

r-Unych jej rejonach.

Ryciny 17-18pr zedst awi aj Ni wwdpmaodakz o wp @ n i czys
ut worzonych z DPPC, | i pos(olmAdw) azz dwoi ddariok ire nnli
Widma bygy normali zowane plrchapkterysiykzeegandiam p a s
drga® noUyt@wych grup

Whbudowanie badanego flawanal u do model owych bgon | ipi
wyra¥fne efekty w r-Unych regionach dwuwar :
obecnoSi szerokiego pasma?! oz dmdlkesi miumt emrszy
charakterystycznego ©H (Ryc d7rAy RaEmortmveskazufega j Nc y

zwi fkszone przygNczanie czNsteczek wody pr z
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pomocN wi Nza® wodorowych. wow
2910 i 2845 cmt odpowi adaj Nce

antysymetrycznym) grupp CH, ga Gcuc h - w

Uj emne pasma

drganiom ymoizci Nga

al kil owych zostagy

ni Uszych 1liczb falowych, co potwierdza, ni

stosunku do frakcji lipidowej (Ryc.71A ) . Naj prawdopodobni ej | esH

zwartym ugoUeniem czNsteczek |lipidowych zw

JednoczeSnie w widmie r-Unicoowyempraksest aowwn

obecnoSi pas mal @b smearkvsui jmeu ms ipir zry- Win7i

uj emnego
ni Us z ¥)zkodatkowiys tamiéneein priy 1686 5
zWBMksiesN

AD

przeswnkingreunku cm

cnl, charakteryzuj Nce siin tat ews

przygNczaniem przez |l enzozyd czNsteczek

Znaczwcreafine zmi any, sdwiddnaemge z wdNedkruo Svc im

bgonach, wykazano w obszarze dirRPDA(@9Gcynmet r yc
1 oraz grupy COiPiOiC (1068 cm?) | i pi du, gdzie nastNpi g w
pasm (Ryc.18). Ws kazuj e to wyra¥*fnie na miejsce 1in

oddzi agywanie pomindzy ggowami hydrofil owyn

wi Nza® wodorowych.

A ‘7

2916

— DPPC — DPPC
3= DPPC + LA _— 12— |1 = DPPC + LAB
i 1467

2 — 0.8 —
5 I 3365 2954 3 i
£ 4 2 04—
s - s - ;
o - = o
g 9 T T 1 T ] & B ] L
-g 0.4 — — (DPPC+LAf) -DPPC | % i 165 —— (DPPC+LA) - DPPC
3 3
© ©

2910
2843

3600

L L
3400

3200

3000

tod
2800
Liczba falowa [cm-1]

L
2600

B1.6—-

1735

1734

1800

1700 1600 1500
Liczba falowa [cm-1]

1400

Ryc. 17. A - widma absorpcyjne z rejonu 372600 cm', B - widma absorpcyjne z rejonu 1800

1350 cnt.

Wi

d ma

|l i posom-w DPPC 2z

(wykres na dole, czerwona, przerywdna ni a )

absorpcyjne

(0]

l i posom- w

raz widmo r -
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—— DPPC 1089 1061
q1 - DPPC + LAp i%
1.5 —
1242 1221
1 — 1198 1174 970

= 4
= 0.5 —
-tu =]
a 4
E 0 I L] L L L] I L} L] L] L} I L) L] L) L] I L) L} L L I
04—+ — (DPPC+LApB) - DPPC
é i LAB 11741084

1223 1203

-0.2 —
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
1300 1200 1100 1000 900
Liczba falowa [cm-1]
Ryc.18 Wi dma FTI R | i posom-980 cml yornowadyzh zaDPEC (link 0 O
ci Ngga), |l i posom- w DP Bdiniazprzeryovana) ckystegmlenzozydiz o z y d u
(LABWykres na dole, l|linia przerywana) oraz widn
42.1l nterakcje |l enzozykdmi ARom-t e kn damb
vitro

Odziagywanie |l enzozydu ADbHSKbadadhmnaoziomkei 2z | i
mol ekul arnym techni kN absorpcyjnej spektros

(FTIR). Kom-rki bygy inkubowane z Il enzozyde

4. 2. 1. Il nterakcje |l enzozydu ADb z alpo 24i da mi
godzinach inkubacji

Rycinal9pr zedst awi a widma absorpcyjne w podc:
szyj ki macicy czgdgowieka (HelLa) i i nkubowany
Wi dma bygdgy nor mal i zowa 380 gnochagakierystycamymsdiaa r u 2
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drga@ r ozci NH@akdinunpray2928a)p «Cr az drga®& rozci N
O-H (maksimum przy 3288 c#).

Analiza widm wykazaga obecnoSi szerokieg
3288cmto dulUej intensywnoSci charakteiHystycz
Wskazuje to, Ue flawonoid powoduje zmniejs
kom-rki za pomocN wi Nza® wodorowych. Ponad

rozci Ngaj Nktgumkagsnylowgctv (1741 cth nast Npi § wzrost i
Dodanie zwi Nzku spowodowago r-wnieU silny e
1200 cmY) . W obszarze gg-w polarnych fosfolipi
drgani om r ozci MPDICNLOFeNTM)garaz pirganicdn symetrycznym

rozci NgajiNeRG (1082 cmi)p, nast Npi § wzrost intens
wyra¥fnie na oddziagywanie |l enzozydu ADb z g
wi Nza® wodorowych. Jepanwacdevdand eo b rdiethemize d

pasma z maksimum przy 1237 énc har akt erystycznego dla dr ¢
rozci NgajiR@ycbhogwaskRazuje na przerwanie wi Nz
Dodanie flawonoi du s powcdnidud @eaHaan) odary ef ek
amidu 11 (15101580 cmt) bi agek. ObecnoSi uj emnego pasr
obni Ueniu il d$ci Abiyapka eSGRy¢. mol ekul arnN o
analizie rejon amidu | (Ryc20). Pasma w rejonie 1760600 cmtr epr ezent uj N r
struktury drugorzndowe bkarki§l6761695xik) chellgya k : an
(16481660 cmt) ,-kartki (16251640cmY) , struktury ni el@par z Ndko
H oraz s-keBSictmiy[Tamn,6TEt@iarl997. W regi oni e amidu I

wyra¥fne zmniejszydg iloSi) stietdtnoczed§miue skb
zwi nkszeni e i | oSci -kartki{1626 &, 1649 cit). Tagi vymiwy c h  t
pot wierdza, Ue badany zwi Nzek powoduje cziiS§
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0,012
HelLa
---------- +
_ HelLa + LAB 1651
0,008 —
0,004 —
3288 2923
2
.
2
@ 0 \\
£
o
é’ 0,0012 — —— (HeLa + LAB) - HeLa
0,0008 —
0,0004 —]
0
-0,0004
A\
| T T I T A\ Y T I T T I
3500 3000 1500 1000
Liczba falowa [em-1]
Ryc. 19 Wi dma absorpcyjne w podczer wieni kom:-r ek

inkubowanych z lenzozydembX L A(szerwona, przerywana linigyzez 24 godziny (wykres na
g-rze) oraz widmo r-Unicowe (wykres na dol e).
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0,02
Hela
d--------- HelLa + LAB
0,015 —
0,01 —
0,005 — ,’l
e (] =
©
_E -
2 (HeLa + LAR)- HeLa
e
< 0,001 —
0,0005
0
-0,0005
-0,001
I ] I ] ) I 1 ) I
1720 16380 1640 1600
Liczba falowa [cm-1]
Ryc. 200 Wi dma absorpcyjne z regionu amidu I w ko

inkubowanych z lenzozydembA( L Ajrdez 24 godziny (czerwona, przerywana linia). Na dole
widmo r-Unicowe.
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4. 2. 2. |l nterakcje |l enzozydu Ab =zLalpd 48i da mi
godzinach inkubacji

Widma FTIR kom-rek kontrolnych | ini:i He L ¢
przez 48 godzin oraz widmo r2LUnWicdomee zasztee
znormalizowane do jedynki przy maksimum pasma 980" charakterystyznego dla
antysymetrycznych *f@dgci Ngaj Ncych grupy N

Badania wgasne wykazagy, Ue zwiNzek w ni

skgadni ki kom-r ek r ak al260zn)inkibowargah ipreey 48( r e j o

godzin, jednoczeNaoavewwygwiwenaj Nchzs&gadni ki
fl awonoi du obserwowano obecnoSi uj emnego

odpowi adaj Ncego dr gani-l nWskazajeg toi nd,gzmpidiszopen g r
przygNczanie czNsteczek wody przez kom-rKki
zmiany zaobserwowanow atssr ze odpowi adaj Ncym dr g@ni om r
P-O-C (1081 cmi) , gdzi e nast Npi go przesuni Aci e

cziistotliwoSci. MoUe to sugerowal pikani e
odnotovano w rejonie amidu | (166@700 cmt) i amidu Il (15161580 cmt). Ujemne

pasmo w obszarze amidu | wskazuje marzi ej szeni e stiUenia bia
|l enzozydegl).Ab ( Ryc.

Anal i zuj Nc pasma 2P e gziboandua naomindou elk u(l Rayren.N o
W tym regionie |l enzozyd A Db -kartkin(1627j ).y § (I
JednoczeSniiel 0SZdwi finkisezuypgor z Ndk owany ctjakst r uk t
r-wnieU struktur tylpu pBybkane swymitki (WS
dguUszym czasie inkubacij.i fl awonoid hamujr

denaturacjn.
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1
| —— Hela n
---------- HelLa + LAB

980

Absorbancja [j.w.]

os — ————— (HeLa + LAB)- HelLa
’ LAB

3500 3000 1500 1000

Liczba falowa [cm-1]

Ryc.21. G- rny panel ryciny przedstawia widma FTIR k
i inkubowanych z lenzozydembXLAD) (czerwona, przerywana linia) przez 48 godzin. Na dolnym
panel u widoczne jest widmo samego fl awonoidu or
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1,2

HelLa
--------- HelLa + LAB
0,8 —
0,4 —
= -
s
o
<
©
Ke] 0 -
o
§ 0,1 — ———— (HelLa + LAB)- HeLa
< 1667
0,05
0
-0,05
-0,1
1627
I ) I I I I I I I
1720 1680 1640 1600
Liczba falowa [cm-1]
Ryc. 22 Regi on ami du I w kom-rkach kontrol nych |

poddanych dzi abpaniez M48ngodydwm Ag-rny wykres, pr
przedstawia widmo r-Unicowe.
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4.2.3. Interakcjel enzozydu Ab z | ipi dami i-2 foi2& g k a mi
godzinach inkubacji

Narycinie23pr zedst awi ono widma FTIR kom)rek kc
[ i nkubowanych z badanym zwi Nzkiem przez 24
jak w pr zypadku i nii Hela wi d ma bygdgy nor mal
charakterystycznego dthr gar® ysymetrycznych *T@Haci Ngaj Ncy

Po dodaniu fl awonoi du obserwowano obecn
maksimum przy 3286 cthc har akt erystycznego itHI(Ryc.2)r ga E r
Pasmo to wskazuj e, Ue lenzozyd Ab powoduj e
przez kom-rki za pomocN wi Nza® wodorowych.
kom- r e k-1200-cm®®dda@ na rejon amidu | (1660700 cm') (Ryc. 24).
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4
Hep-2
4 - Hep-2 + LAB
1649
5 — .
1080
2
1548

1 976
2
';' 1391 1242
‘o
o
8 »/\ /\
5 O >\ .
2 0,8 —
< (Hep-2 + LAB) - Hep-2

LAB
A\
I I ] I I 1 AN Y I I 1 I I
3500 3000 1500 1000
Liczba falowa [cm-1]

Ryc.23Wi dma FTIR kom-rek raka krtani z hodowl i k

kom-rek trakpoweny@®Hd DpbAdziny (g-rny wykres, C ?
dol nym wykresie przestawiono widma czystego zwi
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0,02
— Hep-2
- Hep-2 + LAB

0,016 —|
2
= 0,012 —
5
o'
c -
©
e
T
2
2 0,008 —
<

0,004 —

0
I ' I ' I ' I
1720 1680 1640 1600
Liczba falowa [cm-1]
Ryc. 24. Wpgyw | entzma ydegiAon ami du I w kom2i kach |

inkubowanych z lenzozydembXrzez 24 godziny.

4. 2. 4. Il nterakcje |l enzozydu Ab z -2Ilpo 48i da mi

godzinach inkubacji

Rycina25pr zedst awi a wyni ki analiz spekZrosko
i traktowanych badanym zwi Nzkiem przez 48 ¢
wczeSniej wi dma zostagy znormali zowane pr zy

dr ga @& a nctzynsyycne trroyz ci Ng@Hs.Ncych grupy N

Analiza widm wykazaga obecnoSi szerokieg
3280cmto duUej intensywnoSci charakti¢dhrTpkit yczn
wyni k wskazuje na to, Ue ilenepNyde cAhe kz Wi aic
kom-rki za pomocN wi Nza® wodorowych. Dodani
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efekt w rejonie | i p-il20®em).mMN rejonia -grue kolargyeh 90 0
fosfolipid-w, w pasmie odpowi ad®BPFOC(}H® dr gan

cml) nast Npi g wzrost intensywnoSci or az
cziistotliwoSci. Wskazuje to wyra¥nie na m
oddziagywanie pomindzy ggowami pol ar Ny mi
wi Nza® wodorowych. Dodanie flawonoidu spow

amidu | (16001700 cmt) oraz amidu Il (1514580 cm') bi a 2ok ( Ry c .

Dodatnie pasma w rejonie amidu | z maksimum przy 1647 cramidu Il z

maksimum przy 1541 chdowodz N, Oe l enzozyd A b zwi nk
bi agkowego kom-rek. Anal i z206) ppzwaama badanigi o n u
mol ekul ar nej organi zacji bi agek. W regioni
i loSant yr - w-hantek lpgpyca)h dr-karrek (619 cd) . JednoczeS

obni UagheliiloSi nileupor zNdkowan y% Wskaztjetay k t ur
na prawdopodobie@two czninSciowkjpahrwewmg@yewer
lenzozydu ADb.
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---------- Hep-2 + LAB 1647

4 ——— Hep-2 "

:: 1079

Absorbancja [ j.w.]
o

(Hep-2 + LAB) - Hep-2
LAB

3500 3000 1500 1000

Liczba falowa [cm-1]

Ryc. 25. Na panel u g-rnym przedstawiono widma abs
kontrolnych linii Hep2 (czarna linia) i inkubowanych z 1bprzez 48 godzin (czerwona przerywana
i nia). Dol ny panel przedstawia widmo samego f |
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Hep-2
- . Hep_z + LAB

0,8 —

0,4 —

1619

Absorbancja [ j.w.]

0.06 (Hep-2 + LAB)- Hep-2

0,04

0,02

-0,02 T T I T T ] T T ]
1720 1680 1640 1600

Liczba falowa [cm-1]

Ryc.26.Zmi any w regioni e a-hinkdihowanychaz lekzoaydembl d cAtb ) He p
przez 48 godzin (czerwona, przerywana | inie
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4. 2. 5. I nterakcje | enzozydu ADb HSFpo2di dami
godzinach inkubacji

Wi d ma FTI R kom:-r ek kontrolnych fibrobl ¢
inkubowanych z |l enzozydem ADb oraz widmo r -
obrazuje rycina27. Widma normalizowano do jedynki przy maksimum pasma przy
980 cm™.

Badania FTIR wskazuj Noznyad uniAebwired kf i bwpalyl
czgowieka. Analiza widma r-Unicowego wykaz:
sigy oscylatora w rejonie estr opdowodg,r up Kk:
Ue odjdzi@a@uw tym rejonie za pomocN wi Nza
r-Uni cowym wi doczne j est przesuni Aci e
antysymetrycznym grupPO;w ki erunku ni Uszych czns'toSci
co wskazuje nanine ews 2 kwri adjzNcaegaw st osunk:i
Dodatnie pasmo w widmie r - Untidoowoylm iz raeks ibn
zwi Nzek wytwoarujeni e dodattBowych biagek (Ryc

Dodanie |l enzozydu ADb spowoddqRye2§)oAnadidae kt w

~

mol ekul arna organizacj. biagek wykazaga, U
il oSl struktur typu skriity orMazj sdmadkz ea$n
zwi fkszaj Nc il &&tki (1624 cri)k Prawdopotoppa pod wpgyw
badanego fl awonoi du dochodzi do nieznaczne
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4
HSF
4 - HSF + LAB
3 —
1649
- " 1080
2
1542

1 981
2
o
=)
c
m
€ o
&
< 04 — (HSF + LAB) - HSF

LAB
A\
I 1 1 I 1 1 \\ L] I 1 ] I
3500 3000 1500 1000
Liczba falowa [cm-1]

Ryc.27. Analiza widm FTIR kom-rek | inidi HSF kontr

lenzozydem A  ( Lphzbz)24 godziny (czerwona, przerywana linia) oraz widmé Laidmo
r-Unicowe (dolny panel).
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0,02
——— HSF
- HSF + LAB

0,016 —]
0,012 —
0,008 —

0,004 —

Absorbancja [ j.w.]

(HSF + LAB)- HSF 1624

0,0004

-0,0004 — 1662

1720 1680 1640 1600

Liczba falowa [cm-1]

Ryc. 28 Region amidu | w kontkachk ont r ol nych fi brobl ast-w sk-ry
panel, czarna linia) i inkubowanych z lenzozydelda AL Ap) zez 24 godziny (g
czerwona przerywana | inia) oraz widmo r-0Unicowe
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4. 2. 6. I nterakcje |l enkamydkombr ek |2 pi dami

godzinach inkubacji

Rycina29pr zedstawia widma absorpcyjne w pod
kontrolnych fibroblast-w sk-ry czgowieka i
widmo r-Unicowe. Podobnie jak przy wczeSnie
przy maksimum pasmahar akt erystycznego dla drga@& ant

grupy N'i CHa.

Dodanie |l enzozydu ADbD spowodowa@bcmimi any
amidu 1l (15161580 cmt) bi ag &®. Ddd&Rnjiec pasmo w obszarze amidu | z
maksimum przyl649 cmt Swi adczy naj prawdopodobni ej o]
Szczeg-gowa analiza tego regionu wykazaga,
zwi Nzkiem powstajN nowe biagka charakteryzu
kartek iazs ksrtfiotssuun kowo ni Usz N z a-kadektioSci N

ni euporzNdkowanych struktur biagkowych.
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HSF
---------- HSF + LAB
2 —] 1083
1649
3286 "
1 ' q 983
2
.
= . 173 3
8 N\ '
R A
2 ' (HSF + LAB) - HSF
LAB
0,8 —
| ! ! |
3500 3000 1500 1000

Liczba falowa [cm-1]

Ryc.29Wi dma absorpcyjne w podczer wieni
linia) i inkubowanych z lenzozyde&wb ( L Afbr)zez 48 godzin

(g
l inia) oraz widmo r-Unicowe (dolny pa

kom-rek |
-rny panel
nel ) .
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1,2
HSF
--------- HSF + LAB
0,8 —| /
0,4 —] \
= - \
© ! s
@ . 2
: " “h
2
S o004 - —— (HSF + LAB)- HSF
1642
0 —
-0,04 —
I I I I I I I I I
1720 1680 1640 1600
Liczba falowa [cm-1]
Ryc.300Wi dma FTIR z regionu amidu I kom-rek | ini

poddanych dzi abd d rAgrzez 48 godzingczeywdna, p¥xerywana linia). Na dolnym
parelu przedstwi ono wi dmo r - Uni cowe.
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4. 3. Wpgyw | enzozydu #AbDr wnkat udyand anmi cw

|l i posom-w uformowanych z DPPC

Analiza widm'H NMR | i posom- w, w kt-rych widocz
rezonansowe pochodzNce z r-Unych fragment

r-Unych rej onach dwuwgo swaovlyi glai pm a o vwedjs e b\g &

strukturalnych i dynamicznych w{aRgmadwoSci
przedstawia widmoH NMR | i posom-w ufor mowanych z DI
dodatkiem leznzozydu w stnUeniue]l mbl®wny s

widoczne pasma z obszaru hydrofobo@Bgo bg

fosfolipid:-w. Pasma znajduj Nce sifn po | ewe
cholinowych gg-w polarnych fosfolipid:-w. [
prazea y mu , co spowodowadgo powstani e dw- ch p
przesunifnte w kierunku wyUszych wartoSci (
zewnntrznej warstwy | iposom-w natomiast pas
(ppm) odpowiada stef i e grup cholinowych wewnntrznej

powierzchni pod pikami glidlin) pochodzNcymi od sygnagu z z
warstwy | iposom:- w, j est proporcjonalny do
zewnnfitrznejnywarSttonsivenetkomni ej szy ni U 1 ozn

wi el owarstwowych, zaS winkszy |iposom-w jed

BadanialH NMR, wykazagdgy, Ue Il enzozyd Ab w nie
parametrurozszczem i a (U) w rejoni @ dgdwv w @Pal6a rpmpync W of
Wyni kago to z poszerzenia pasma odpowiadaj N

warstwy | i pg@om-.w abNecnoSi flawonoidu spoc
zwi fkszenie parametru szer okoSc gosieliegrupwk o we |
cholinowych uGHy it rzewn i{CMNsA® ] waNst wy | ipos
odpowiednio o 22 % i 55 %. Badany zwi Nzek

pod- - wkowej maksi mum oi@fhowwadsafj Ncegbydr apomo
(322 0.25 do 0.30 ppm (o 17%) . Dodauii.Ww fl awo
przypadku czystych ligs om- w spor zNdzonych z DPPC wyno:
powstawanie | iposom-w wieloewaozsydaowowhbhspow

obni Ueni @Jlisdtoo smarrktw Silci 0.57. Taki efekt | est
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zmi anN wgaSci woSci fizycznych dwuwar st wy

powoduj e tworzenie winkszych .wielowarstwowy

1.2

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

Intensywnos¢ [ j.w.]

Przesunigcie chemiczne [ppm]

Ryc.31. Widma'H NMR | i posom-w uformowanych z DPPC (1
z dodatkiem lenzozyduf#(linia przerywana).

4. 4. Oddziagywanie |l enzozydu Ab z ©bg
| i pos o m-ufermdvanych z DPPC

Rycina32przedstawia intensywnoSi fluorescen
anizotropin pojedynczego | iposomu typu GUV
0,5 mol % do duwar st wy l i pi dowe|j Zzbudowane
zeskanowanego | i posomu z pgaszczyzny ogni
otrzymanym obrazie intensywnoSi fluorescenc

rejonie bgony (oznaczona czerwonym kol orem
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prawegoil&wego regi onu | i posomu. Wyni k ten wska:
di pol owego | enzozydu Ab w stosunku do pga:
obliczenia kNta pomindzy kierunkiem przej ¢
dwuwar st wi olsii Ni choowNnaa nN do pgaszczyzny bgc«
fluorescencji. WartoSi tego kNta wynosi 58.
orientacj.i |l enzozydu Ab w stosunku 80 dwuw

~

Taka orientacja sugeruje potencjalnN roln z

Intensywnos$¢ Czas zycia Anizotropia

0 Intensywnosé [a.u.] 1 0.0 Czas zycia [ns] 5.0 0.0 Anizotropia 0.4
Ryc.32 Wy ni Kk i obrazowania z zastosowaniem FL
lipidowego z wbudowanym do fazy lipidowej lenzozydeb.A Tr zy panel e ¢
intensywnoS| fluorescencji, czas Uycia i i

Dipolowy moment przejscia A

Lenzozydu AB
g :

N

O$ normalna do
plaszczyzny
btony

* A
Ryc. 33. Model orientacji lenzozydu Bw stosunku do dwuwar wy | i pi dowej bgony.
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4. 5. Wpgyw |l enzozydu ADb na fizyec

jednowar stwowych | iposom-w (GUV)

W badaniach zastosowano technikn r-0Unicov
materiag badawczy wy ksawowe lippsorayruformewiaree z RRPE. | e d n
Wy ni ki pomi ar -w pr zedg$4aobicemoan ena way K roeSsii e p(
wtabeli2(Tab.2) . Wy kazano, Ue dodani @moéolenzmpawado Wd
przesunifncie w niewielkimprgsepponia fampewegb
ni Uszych wartoSci. JednoczmriSneé e&p rfzleajwocnioa df
Ponadt o, badany zhkvi dNzreike zenmt &l piziy Jkdl0or yme
| i posomach Wy4©dsNg40amkd/wnolli pi dach z dodat
wyno8#faNOsdzi aguj Nc zmhiejsdamg, rzwinNe 8k k c
przej Smami torowanN jako €TzzeroMyg8Si kpodewheswl
bardzo istotny wpgyw | enzozydu AbBb na wgas$
lipidowych.

12000

= DPPC
= DPPC + lenzozyd 0,5 %mol

8000

5 -
% Tm =41,38°C
2, Tm=41,16°C
S |
4000
— L
0 ] " 4\ \ —
30 35 40 45 50
Temperatura [°C]
Ryc.34. Termograny | i posom-w utworzonych z DPPC dl a | i

dodatkiem 0,5 %mol LA (linia czerwona).
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Tab.2WgaSci woSci temperatiry emtaéjpbci kaf)@z gy me g
oraz szerok&ipo g - wkowagd wykonatZTonych na payskayclawi e t ¢

dl a wielkich |iposm-w utworzonych z DPPC oraz
Parametry
Tm[ AC]| oHa[kd/mol] Tiwe[ AC]
Pr - bke
DPPC 41, 38 3542 N 0,24 N

DPPC + 0,5 %mol

41,16 349 N 0,45 N
lenzozyd Ab

4. 6. Wpgyw | enzozydu ADb n a aktywno
fi broblastach sk-ry czgowieka (HSF

Do oceny wpgywu | enzozydu Ab na aktywno:¢
met paichc | amp. W badaniach mierzono aktywnoSi
kt -rej wuzyskanoapiriZgwdwhr Ndkbwoa przecinaga

pobli Uu potencjagu " ®RegwsCrenDanadtaa jboa, wiK
kanagyrkzyedpwszczal ne gg- wnrgioedzdlnamej egmkpbaa
obserwowano wzrost prawdopodoBb5)EsSNayvawiort knsazr
prawdopodobi e®two otwarcia kanag-w potaso
Potwierdziliystogramyiamplitud rejestrowanyc
18 s zapdps-w (Ryc.
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¥
20 _~40 60 80 100
mV

g : b;g::g:;l:: inkubowane z LAR l
©
S 0.6 l x
g *
©
o
~ g o4 "
s
]
40 _ - 8 02
_ Wi L S
T ﬁ iﬁ '
| (=%
0 | WML LT T LR I-‘\Irﬂ-l‘”“ i o0 i -40 20 0
N .I (L LR s S | Napiecie (mV)

Ryc.35.A-Akt ywnoSi pojedynczych kAkagwwo® kpmj edgn
kanag-w w kom-r kach Hefozydquokd @ acnhyacrha kd zeiraygsat nyikua p
napi Aci owa kanagwwkweskopr z&dsthawiDaj Ncy prawdo
kanagu w warunkach standardowych i po inkubacij.

A
BT L LRGN T | 1 n\ wH ki IMI IR
R0 0 O I A

L RAGRILLN | R A

| | AR Y0 HI'W| Wi
0 TR

e e .

Ryc.36.Por - wnani epajke gywmosSgih kanad-w obecnych w f
przed (A) i po inkubacji z lenzozydenbAB).
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4 . 7 . Anali za kom-rek testem czer wieni

Wpgyw |l enzozydu Ab na Uppvimokoné&8l e6onm- zakpe
testu czerwieni obojntnej. Uzyskane wyni ki
ni ewiel kN cytotoksycznoSci N w stosunku do
obu casach inkubacji i we wszystkich badanych dawkach. W przypadku linii HeLa po 48
godzinach inkubacji odnotowano obni Uenie U
flawonoidu (Ryc.37A) . Najsgabsze dziaganie cytotoksy
liniHep-2,kt - rych UywotnoSi po 48 godzinach w s
37 B) . W kom-rkach prawi dgowych poddanych
zmniejszyga sin do 93,5 i achBirkyb8cf{Ryer€)o wi ed ni
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A linia HelLLa B 24 godz.

120- B 48 godz.
1001 * * *
.= 807
£
5 60-
8
7 401
201
0_.
K 10 15 25 50
stezenie substancji [ug/ml|
linia Hep-2 B 24 gode.
1201 B 48 godz.
*
=
(=]
=
=
=]
=
=S
K 5 10 15 25 50
stezenie substancji [pg/ml]
linia HSF B 24 goaz.
120+ [ 48 godz.
100 *
H—] 80'
(=]
&
S 60
=
=
°7 404
20+
0_

K 5 10 15 25
stezenie substancji [pg/ml]

Ryc. 37Z. Wpgyw |l enzozydu Ab na Uywot #ad8$F. Wyaikhn- r ek z
przedstawiono |jako SrtestdSiuidemtaN SD, n=3, * p O 0, (
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4.8. Analiza cytotoksycznoSci kom-r ek

Cytotoksyczne wgaSciwoSci li emwizooozepioha Ab n
dodat kowo za pomocN testu LI VE/ DEAD. Test
bgon Uywych i martwych kom-rek. Kom-rKki 0
wybarwiajN sifn na kolor zielony, rwatomias
wybarsi aj Na kol or czerwony

Analiza mikroskopowa kom-rek z hodowl i
fl awonoi du wykazaga wzrost il oSci B&BM:- r e k W
C). Obserwavanor - wni eU0 obecnoSi obkurczonych kom:

bjony kor-rgk ewesjt rq8B gki L) (RWcaz ze wzrosten
mal aga il oSl Uywych kom-rek do 8gddzigna N 2,5
i nkubacj a) . DJuUszy czas inkubacj. procen
50 Og/ mM8D).( Ryc.

Wkom-r kach-2z tlriakitiowdenych | enzozydem AbD
il oSl kom-rek z uszkodzonN bgonN kom-rkowN
obrazie mikroskopowym obecn&Bbg).g2¢godzibne ur ¢ z o |
inkubacja z flawonoidm w ni ewi el kim stopniu obni Uyga i
0,3% w stnUeniu 50 Og/ml. WydguUenie czas
obni Uenie Uywotmad§ci o 13,4 % (Ryc.

W przypadku 24 godzinnej i nkub akepni kom-:
obserwowano niewiel kN iloSi kom-rek wybar wi
normalnN morfol ogin, ni e odnod0BiIWA Wz zeb k ur c:
wzrostem stfiUenia | enzozydu Ab il oSi kom:re

dzi aganie obserwowano w stiUeniu 50 Og/ ml
flawonoidu przez 48 godzin nastNpi o zmnie
jedyni e W naj wgl).szej dawce (Ryc.
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D linia HeLa

Bl 24 godz.
1201

*%

% zywych komoérek

10 15 25 50

stezenie substancji |pg/ml|

Ryc.38.Cyt ot oksyczne dziagani e | eknozno-zrykdiu KkAdbn tnrao | knoe
HeLa,BC-kom- r ki [ ini.i HelLa inkubowane z badanym f|
sN wybarwione na koloecoresWNonywbeBgebkturzagke
piicherzykami bdgonowyméocertl - Gywyshrkamgkidk @o i n
Ab. Wyni ki przedstawiono jako Sr edStidentaN SD, n =
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D linia Hep-2 Bl 24 godz.

100- N B 48 godz.
%k
x 80_
£
E 60
-
S
=,
% 40
=
204
0_
K 5 10 15 25 50

stezenie substancji [ug/ml]

Ryc.39. Wpgyw | emn@az ydyuwoA noSi k2o M-kroenk rlkiinikionHem! n
krtani, B- kom- r ki poddane dziaganiu badanego zwi Nz
pncher zykami bgon,oOnrkmim:- ¢ ki a-d e mé d daedkidrgi agani u
zwi Nzku, obecne kom-rki o jNdrachiwybaewi oblywyc
kom-rek po inkubacji z |l enzozydem Ab. Wyni ki pr
** p  O-Stdderftad 5 ; t
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D linia HSF
1204

Bl 24 godz.

1001

80

604

401

% zywych komorek

K 5 10 15 25 50
stezenie substancji |pg/ml|

Ryc.40.Ef ekt aktywnd8ai Uyewot oanydu kAankorme k klii rkioin tH Sl
liniHSF,B-C-kom- r ki |l inii HSF trakt-pware nidadymwym hf lka
po inkubagcji z lenzozydemf®A Wy ni ki przedstawi onp QaBp0Sretdes
Studenta.

4. 9. |l ndukcja apoptozy i niretro pady w  k
wpgywem | enzozydu AD
W celu okreSlenia rodzaju Smierci kom:-rkc

wykonano barwienie kom-rek jodkiem propidi
Kom-r ki | i AR2i iorthezL aHSFHepn kubowano z | enzozyd:
stnUenlD,dx26iFy/ ml . Kom-r ki wykazuj Nce okreSI

[ przedstawiono w stosuh4u do kom-rek Uywyc
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W przypadku kom-rek z | inii HelLa poddany
wzrost poziomu apoptozy wraz #ez r ost em st AUeni a .B4A)lWnego z

por -wnaniu do kom-rek kontrolnych apoptoza

%, 12,81 N 2,05 %, 11,27 N 1,94 %,nejl7, 16
inkubacji odpowiednio z 5, 10, 12 5 i 50 Og/ ml fl awonoi du.
apoptotycznych odnotowano wd awce 25 Og/ ml . eDbserwswand o
kom-rek nekrotycznych od 0,31 N 0,31 % w
traktowanych badanym ngmii Rz48 godzinnejwinkubacjii Ue n i
kom-rek raka szyj ki macicy z |l enzozydem AC¢

apoptotycznych wraz ze wz#aB3temasgwiylUesnaiya p:
apoptozy odnotowamihonl . w NasU&pi gombmekary, e 0 wz
kt -ry przy najwyUszym stnUeniu wynosigd 3,5

W k okachdiniiHep2lenozyd ADb w niewiel kim stopni
(Ryc.45) . W por -wnaniu do kom-rek kontraa nych
od 1,22 N 022%3w Nk ®@nt©266d, i 3d82 N 0, 31%, 3, 8
N 0, pb232fodzinej inkubacji z flawonoidm odpowi edni o w st fAnUeni

50 Og/ml. NajwyUszy poziom apoptmmyRyc. nekr o
45 A). Po 48 godzisch i nkubacijzi osntasit Np8§i owdemyech-ir ek a
nekrotycznych w por:-wnaniu do kontroli. Obs

wzrostem stilUenia |l enzozydu MAbBN a\pag pstidznii e(j 8
kom-rek) bydgym BywasBeni e 50

W koka-crh | i ni.i HSF |l enzozyd Ab nie indu
i nkubacji nastNpi g wzrost iloSci kom-rek aj
2,36 N 0,32 o tw vkeomy atkacthadamym onogml®ycki em w
46 A) . Po dguUszym czasie inkubacij.i z fl awon

0,50% przy najwyUszym stnUeniu. Po 24 godzi
nekrotycznych natomiast po 48d)@ i nach nast Npi § obni Uenie i
kontroli (Ryc.46 B).
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Ryc.4l.1 ndukcja Smierci k o m- r b.KNa ricinia praedstevéohaobrazy z e z |

z mikroskopu fluorescencyjnego wykonane pdzg u g o Sc i fali 420 nm i pow
400x (BC) . Kom-r kik omm- e kkii e spkriaewi d gowe ( Uywe) ; kom: r
niebi eskiikodwirkd emipomptotyczne. t-Jte strzagki

A

Ryc.42Wpgyw | emnazydawduKkcj i apoptozy i -ZaRykimozy w
przedstawia obrazy wykonane za pomocN mikrosko,j
[ powi NkszBn4a0200&) ( At ywe kom:r kikiwyklod rowi, o rkeo m
apoptotyczne wykazujN intensywnN niebieskN flu
apoptotyczne.

C

Ryc.43. 1l ndukcja apopt ozy iwn kkuobno waknaycchh |z NainginigHSzFy d e n
przedstawiono obrazy z mikroskopu fluorescency
powi fkszenBu 40080X A(C) . Kom-r ki prawi dgowe s N
kom-rki apoptotyywxwme miykmizaug ki 6 n§winesceni e (U- gt
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A linia HeLLa 24 godz.

[ apoptoza
§ 20 k% %% [ nekroza
- T
S 15 ey
= _'I'_ %%

- 1
5
.é 10_
A

5 *

e [z [ i i

K 5 10 15 28 50
stezenie substancji [pg/ml]
linia HeL.a 48 godz.
[ apoptoza
20+ *
:Ir_ B nekroza

2 151 -
=z *%k T
NS
§ 104 %% N
=2 *
‘&
2
N %*

0 Iﬁla l* Ii ] li T

K 5 10 15 25 50

stezenie substancji [pg/ml|

Ryc.44.Pr ocent Kkom-rek apoptotycznych i-godznkef ot yczr
(A) i 48-godzinnej (B) inkubacji z lenzozydenbA Wy ni ki przeds N@Dwi=dno | ak
* p O 0,05; ** p O -Btydén5; *** p O 0,0005; test
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A linia Hep-2 24 godz. [ apoptoza
s- - B nekroza
Kk
4 ek T wEE l
2 L Cl
5
E 3 %o N
§ T
g
E
ZE
0 T T I; |. li !
K 5 10 15 25 50
stezenie substancji [pug/ml]
" linia Hep-2 48 godz. , [ apoptoza
B nekroza
10+ *% l

Smieré¢ komérki [%]
o

4 %

2- ﬂ

0 Ii li Ii 1 1 ]

K -~ 10 135 25 50
stezenie substancji [pg/ml]

Ryc.45Wpgdgyw | emnazydchwdukcjn apoptozy i -2ippRdozy w
godzinnej (A) i 48godzi nnej (B) i nkubacji. NASDD m=R, i prze
*pO 0,05; ** p O O, 6StuBenta.* ** p O 0, 0005; test t
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>

linia HSF 24 gOdZ. [ apoptoza
3= B nekroza
*
*
_ . * 1
S L L L
g 2]
= 1o
g T
S
=<
=
2 14 %
g
) i i
Ll Lz [OE [ [ [z
K 5 10 15 25 50
stezenie substancji [pg/ml|
linia HSF 48 gOdZ. (| apoptoza
3 R B nekroza
- s
9 L
i 5 % %k
o= 1 =
: 1
S
-
;2 2_
i)
E
- i i
L s [l [] , N
K =) 10 15 25 50

stezenie substancji [pug/ml]

Ryc.46.Pr ocent Kkom-rek apoptotycznych i-godzerejr ot yc z |
(A) i 48-godzinnej (B) inkubacji z lenzozydembA Wy ni K i przestNSBingBno j akoa
* p O 0,05; -Stulentd. 0, 005; test t

4.10. Analiza &MNMytekme tzrau pprmoe p §y wo w

W celu uzupegnienia i potwierdzeni a dan
przez LAD przeprowadzono analizy techni kN
kom-rkowe:-2Hektaz HS&PF i nkubowanoh%10flb,285wonoi d
i 50 Og/ml przez 24 i 48 godzin, a nastannpn

aneksynN V sprzinUonN z fluoresceinN oraz | o

W Kk o kachrraka szyjki macicy (HelLa) po 24 gaszic h i nkubacj i, | e

~

i ndukowag apoptozn. Analiza wykazaga, Ue i
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Ant/Pl+p - ¥na apoptoza i-wkwmeasmanapgt dna) Plosga
od sthiUenWap @mwiwre&kmui.u do kom-rek kontrolnyc
0, 44 % do 3,95 N 0,39 %, 5,46 N 0,33 %, 6
i nkubacj i odpowiednio z 5, 10, 15, 25 i 5
apoptotycznych odnotowano w dawce 25 Og/ ml
stopriuindukowain e k r oz kom-r ekPl )k wadl ra,ng2 QN Mn34
2,38 N 0,27% w st4ifeniu 50 Og/ ml (Ryc.

Podobny trend obserwowano po 48 godzinach inkubacji z badanym flawonoidem
(Ryc. 472 B . Odnotowano wzr oalteUnooSSccii oadp opttio@er
Najsilniej dziagaj Nca dawkN bygJgo stnUenie 2
spowodowad wzrost il oSci kom-rek nekrotyczr
stiAiUeniu 50 Og/ ml

W kom:r kach(Hep2)kpa 24lgodiiea hi i nkubacj i r-wni e
niewiel kN indukcji apoptozy pod wpgywem dz
kom-rek kontrolnych, I|iczba kom-rek apoptot
do 2,92 N 0, 21% N ©,33%N 6, 366%, 0433% i 4,
z bada

n

fl awo

nym zwi Nzki em odpowi ednio w stinUeniac
oidu spowodowago wzrost iloSci kom-re
Najwi nkszN indokojwdnonewroizWYsogch stnUeniach
(Ryc. 48.1) Po 48 godziac h i nkubacj i kom- rek raka krtan
wzrost il oSci kom-rek apoptotycznych od 0, ¢
NOo, 20%, 4,43 (N, 60% 3i1 %1 0,78 6N NO, 53% w kom-r k.
zwi Nzku odpowiednio w stiUeniach 5,10, 15,
stAUenie 50 Og/ ml. Badany fl awdNhoid indukow

Lenzozyd Ab w kom:lIr&satc-hw | sukd-zrkyi c(hl ifniba oS |
apoptozy. Analiza cytometryczna wykazaga, o
N 0,31%, 3,42 N 0,28 % i 3,11 N 0,17% po 2
badanego fl awonoiicuw.ukloavmgo nyedk r Az (Ryciw®.® o m- r Kk &
W stinUeniu 50 Og/ml nastNpigo obni Uenie il
i nkubacj i l udzkich fibroblast-w z badanym
poziomu apoptozy idmnekam-zrye kw kpa®.B.rwanlamy awh (R
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Ryc.47.Cyt ometryczna analiza kom-rek I inii HelLa d
lenzozydemApr zez 24 godziny (1A) i 48 godzin (2A) \
kom-rek apoptotycznych i nekrotycznkf@kontrai | i ni i

po 24godzinnej (1B) 48-godzinnej (2B) inkubacjn =3; * p ®,011;*** p O 0, |
Anova.
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Ryc.48 Anal i za kom-2r ek zlyi mpioimoldegp cyt ome tgodainnej pr zep g
(1A) i 48-godzinnej (2A) inkubacji z lenzozydenbAv st i Ueni ac h O§ml PioGent 15, 2
kom-rek apoptotycznych2 iwnrekUroyot zdayfbkontoshh | 1i enri 4 o
po 24godzinnej (1B)i4& od zi nnej (2B) inkubacji. n=3; * p

Anova.
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