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Wykaz stosowanych skr·t·w 

 

A549 - linia kom·rkowa ludzkiego niedrobnokom·rkowego raka pğuc 

ABP280 - biağko wiŃŨŃce aktynň 280, filamina A 

A/H1N1 - podtyp wirusa grypy typu A 

A/H3N2 - podtyp wirusa grypy typu A 

AIDS - zesp·ğ nabytego niedoboru odpornoŜci  

AP-1 - czynnik transkrypcyjny, biağko aktywujŃce 1 

ATP - adenozyno-5ǋ-trifosforan 

B - typ wirusa grypy 

Bad - biağko proapoptotyczne z rodziny Bcl-2 

Bak - proapoptotyczne biağo z rodziny biağek Bcl-2 

Bax - biağko z rodziny genowej Bcl-2 

Bcl-2 - biağko blokujŃce apoptozň 

Bcl-xL - biağko blokujŃce apoptozň z rodziny Bcl-2 

BKCa  - kanağy potasowe o duŨym przewodnictwie aktywowane jonami Ca
2+ 

Caco-2 - ludzka linia kom·rkowa gruczolaka okrňŨnicy  

cAMP - cykliczny adenozyno-3ǋ,5ǋ-monofosforan 

CD24 - klaster r·Ũnicowania 24  

CD44 - klaster r·Ũnicowania 44 

CDK - kinazy zaleŨne od cytokin 

CFTR - bğonowy regulator przewodnictwa, biağko tworzŃce kanağ chlorkowy  

cGMP - cykliczny guanozyno-3ǋ,5ǋ-monofosforan 

CHO - linia kom·rkowa unieŜmiertelnionych kom·rek jajnika chomika chiŒskiego 

COX - cyklooksygenaza 

CYP1A - podrodzina enzym·w cytochromu P-450 
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CYP1A2 - podrodzina enzym·w cytochromu P-450 

D2O - tlenek deuteru, woda ciňŨka 

DHR123 - dihydrorodamina 123  

DMPC - dimirystylofosfatydylocholina  

DMSO - dimetylosulfotlenek  

DNA - kwas deoksyrybonukleinowy 

DPPC - dipalmitylofosfatydylocholina 

DSC - r·Ũnicowa kalorymeria skaningowa 

ECG  - epigalokatechina 

ECM - macierz zewnŃtrzkom·rkowa  

EGCG - galusan epigalokatechiny  

EGFR - receptor czynnika wzrostu nask·rka 

EPR - elektronowy rezonans paramagnetyczny  

FAK - kinaza pğytek przylegania, cytoplazmatyczna kinaza tyrozynowa 

FBS - pğodowa surowica bydlňca  

FLIM - mikroskopia obrazowania czas·w Ũycia fluorescencji  

FTIR - spektroskopia w podczerwieni z transformatŃ Fouriera  

GPI  - glikofosfatydyloinozytol  

GUV - wielkie jednowarstwowe liposomy  

HA22T/VGH - odr·Ũnicowana ludzka linia wŃtrobiaka 

HDL - lipoproteina o wysokiej gňstoŜci 

HeLa - linia kom·rkowa ludzkiego raka szyjki macicy  

Hep2 - linia kom·rkowa ludzkiego nowotworu nabğonkowego krtani 

HepG2 - linia kom·rkowa ludzkiego nowotworu wŃtroby  

HIV - ludzki wirus niedoboru odpornoŜci 

HL-60 - linia kom·rkowa ludzkiej ostrej biağaczki promielocytowej 
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HSF - linia ludzkich fibroblast·w sk·ry czğowieka 

HSP - biağka szoku cieplnego  

HSV - wirus opryszczki pospolitej 

HUVEC - linia kom·rkowa ludzkich kom·rek Ŝr·dbğonka Ũyğy pňpowinowej 

IGF-1 - insulinopodobny czynnik wzrostu  

IAA - kwas indolilo-3-octowego 

IL-1ɓ - interleukina 1ɓ 

IL-6 - interleukina 6 

IL-8 - interleukina 8  

iNOS - syntaza tlenku azotu  

IUPAC - Miňdzynarodowa Unia Chemii Czystej i Stosowanej  

LŬ - faza ciekğokrystaliczna  

LAɓ - lenzozyd Aɓ 

Lɓ - faza Ũelowa  

Lc - faza krystaliczna  

LDL - lipoproteina o niskiej gňstoŜci  

LOX - lipooksygenaza  

LPS - lipopolisacharyd 

LUV - duŨe jednowarstwowe liposomy  

MCF-7 - linia kom·rkowa ludzkiego raka piersi 

MCF-7/ADR - linia kom·rkowa raka piersi odporna na doksorubicynň 

MDA-MB-231 - linia kom·rkowa potr·jnie ujemnego gruczolakoraka piersi 

MDR  - opornoŜĺ wielolekowa 

mitoBKCa  - mitochondrialne kanağy potasowe o duŨym przewodnictwie aktywowane jonami   

Ca2+ 

mitoKATP  - mitochondrialne kanağy potasowe aktywowane ATP 
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MLC - lekki ğaŒcuch miozyny 

MLCK - kinaza lekkich ğaŒcuch·w miozyny 

MLV - liposomy wielowarstwowe  

MMP - metaloproteinaza macierzy pozakom·rkowej 

mRNA - matrycowy RNA 

MRP-1 - biağko opornoŜci wielolekowej 

MVV - wielopňcherzykowe liposomy  

NF-əB - jŃdrowy czynnik transkrypcyjny kappa B 

NMR - jŃdrowy rezonans magnetyczny  

NO - tlenek azotu 

O2
Å- - anionorodnik ponadtlenkowy  

OHÅ - rodnik hydroksylowy  

OLV - liposomy kilkuwarstwowe  

p21 - inhibitor kinaz zaleŨnych cyklin  

P338 - linia kom·rkowa mysiej biağaczki  

p53 - czynnik transkrypcyjny indukujŃcy ekspresjň gen·w proapoptotycznych 

Pɓ - pofağdowana faza Ũelowa  

PBS - roztw·r soli fizjologicznej 

PC - fosfatydylocholina  

PCK - kinaza biağkowa C 

PDGFR - receptor pğytkopochodnego czynnika wzrostu  

PE - fosfatydyloetanoloamina  

PG - fosfatydyloglicerol 

pH - skala pomiarowa, ujemny dziesiňtny logarytm stňŨenia jon·w wodorowych w 

roztworze 

PI - fosfatydyloinozytol 
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PIP3 - kinaza 3-fosfatydyloinozytolu  

PKC - biağkowa kinaza C 

PM 701 - substancja o dziağaniu przeciwnowotworowym, naturalny produkt pochodzŃcy z 

moczu wielbğŃda 

PS - fosfatydyloseryna  

PTK - biağkowa kinaza tyrozynowa 

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

przez grzyba Beauveria bassiana. 

RNA - kwasy rybonukleinowy 

ROS - reaktywne formy tlenu  

RPMI - podğoŨe wzrostowe i utrzymujŃce stosowane do hodowli kom·rek 

RSV - syncytialny wirus nabğonka oddechowego 

SEM - elektronowy mikroskop skaningowy 

SGLT-1 - kotransporter glukozowo-sodowy 

SM - sfingomielina  

SUV - mağe jednowarstwowe liposomy  

SV40 - Simian wirus, wirus naleŨŃcy do poliomawirus·w 

TIG-1 - linia embrionalnych fibroblast·w z pğuc ludzkich  

Tm - temperatura gğ·wnego przejŜcia fazowego  

TNF-Ŭ - czynnik martwicy nowotworu 

U937 - linia kom·rkowa ludzkiej biağaczki monoblastycznej  

UV - promieniowanie ultrafioletowe 

UVs - liposomy jednowarstwowe  

VEGFR - receptor czynnika wzrostu Ŝr·dbğonka naczyniowego  
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Streszczenie  

 

 

 

Lenzozyd Aɓ (kwercetyna-3-O-[6-O-E-kofeilo)-ɓ-D-glukopiranozylo(1Ÿ2)]-ɓ-D 

galaktopiranozylo-7-O-ɓ-D-glukuropiranozyd) jest pochodnŃ kwercetyny i naleŨy do 

flawonoid·w, zwiŃzk·w powszechnie wystňpujŃcych w roŜlinach. W ostatnim czasie 

flawonoidy stağy siň przedmiotem licznych badaŒ ze wzglňdu na ich r·Ũne wğaŜciwoŜci 

biologiczne i farmakologiczne. Badania in vitro, jak in vivo potwierdzajŃ ich pozytywne 

dziağanie, zar·wno na poziomie kom·rki  jak i cağego organizmu. MajŃ one m.in. dziağanie 

przeciwzapalne, przeciwmiaŨdŨycowe, antyalergiczne i inne. Szczeg·lnie istotna jest ich 

aktywnoŜĺ przeciwnowotworowa. Jednym z miejsc oddziağywania flawonoid·w  jest bğona 

kom·rkowa. JednoczeŜnie lenzozyd Aɓ jest nowo wyizolowanym zwiŃzkiem z 

nadziemnych czňŜci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) odmiany Tina, a do tej pory jest 

bardzo mağo danych literaturowych na temat metabolit·w wyizolowanych z liŜci i ğodyg tej 

roŜliny.  

Gğ·wnym celem pracy doktorskiej byğo okreŜlenie zdolnoŜci lenzozydu Aɓ do 

wchodzenia w interakcje z bğonami (zar·wno z lipidami i biağkami bğonowymi), okreŜlenie 

sposobu oddziağywania tego zwiŃzku na membrany, poznanie lokalizacji i orientacji 

flawonoidu w bğonach oraz ocena skutk·w jego dziağania na kom·rki. Aby wyjaŜniĺ spos·b 

interakcji flawonoidu z bğonami oraz potwierdziĺ wpğyw tych oddziağywaŒ na zdrowe i 

nowotworowo zmienione kom·rki, posğuŨono siň r·Ũnorodnymi metodami badawczymi 

takimi jak: absorpcyjna spektroskopia w podczerwieni z transformatŃ Fouriera (FTIR), 

jŃdrowy rezonans magnetyczny (1H NMR), r·Ũnicowa kalorymetria skaningowa (DSC), 

mikroskopia obrazowania czas·w Ũycia fluorescencji (FLIM), patch-clamp, transmisyjna i 

skaningowa mikroskopia elektronowa (TEM, SEM), mikroskopia Ŝwietlna, mikroskopia 

fluorescencyjna i cytometria przepğywowa. W doŜwiadczeniach zastosowano r·Ũne modele 

badawcze takie jak liposomy wielowarstwowe (MLV), wielkie jednowarstwowe liposomy 

(GUV) sporzŃdzone z dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) oraz hodowle kom·rek in 

vitro: linie nowotworowe raka szyjki macicy (HeLa) i raka krtani (Hep-2) oraz liniň 

prawidğowŃ fibroblast·w sk·ry czğowieka (HSF).  

W badaniach wykazano, Ũe lenzozyd Aɓ istotnie wpğywa na modelowe bğony 

sporzŃdzone z DPPC. Wbudowuje siň do liposom·w i wiŃŨe siň z gğowami polarnymi 
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lipid·w za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych pomiňdzy ugrupowaniem CïOïPïOïC a grupami 

hydroksylowymi flawonoidu.  

          Ponadto, wyniki otrzymane technikami 1H NMR i DSC ujawniğy, Ũe badany flawonoid 

dziağa usztywniajŃco na bğony DPPC oraz powoduje zmianň ich wğaŜciwoŜci fizycznych.  

Stwierdzono niewielkie obniŨenie temperatury przejŜcia fazowego, zanik przedprzejŜcia 

fazowego oraz obniŨenie entalpi kalorymetrycznej i kooperatywnoŜci przejŜcia. 

Zastosowanie techniki FLIM wykazağo planarnŃ orientacjň badanego zwiŃzku w stosunku 

do pğaszczyzny dwuwarstwy lipidowej. Z kolei dziňki technice patch-clamp udağo siň 

stwierdziĺ modulujŃce dziağanie flawonoidu w stosunku do biağek transportowych.  

Lenzozyd Aɓ zmieniağ bowiem aktywnoŜĺ kanağ·w potasowych kom·rek fibroblast·w 

sk·ry czğowieka, co przejawiğo siň ich  zwiňkszonym otwieraniem siň.     

Badania za pomocŃ techniki FTIR wykonane na kom·rkach z hodowli in vitro 

potwierdziğy, Ũe badany zwiŃzek oddziağuje, na poziomie molekularnym, zar·wno z 

biağkami jak i lipidami tych kom·rek. Badany flawonoid wchodzi w interakcje z gğowami 

cholinowymi fosfolipid·w kom·rek HeLa i Hep-2 poprzez tworzenie wiŃzaŒ wodorowych 

z grupami ï PO2
- oraz ugrupowaniem C-O-P-O-C gğ·w polarnych. Lenzozyd Aɓ wyraŦnie 

wpğywa takŨe na profil spektralny biağek z regionu amidu I, co przejawiğo siň zmianami ich 

struktury drugorzňdowej oraz obniŨeniem ich iloŜci. Odmiennie oddziağuje na kom·rki 

prawidğowe linii HSF indukujŃc wytworzenie dodatkowych biağek przez te kom·rki i 

powodujŃc niewielkie dziağanie usztywniajŃce frakcji lipidowej gğ·w cholinowych.   

Wyniki uzyskane, za pomocŃ testu czerwieni obojňtnej oraz testu LIVE/DEAD 

ujawniğy, zaleŨne od linii kom·rkowej obniŨenie ŨywotnoŜci kom·rek. Wykazano, Ũe 

lenzozyd Aɓ w niewielkim stopniu  wpğywa na przeŨywalnoŜĺ kom·rek. Najsilniej dziağa na 

kom·rki raka szyjki macicy czğowieka. Jego cytotoksyczne dziağanie, skorelowane jest, z 

indukcjŃ apoptozy w kom·rkach nowotworowych linii HeLa i Hep-2 zaŜ fibroblasty sk·ry 

czğowieka nie sŃ wraŨliwe na dziağanie badanego flawonoidu.  

Analizy kom·rek z uŨyciem techniki mikroskopii elektronowej transmisyjnej i 

skaningowej jak r·wnieŨ mikroskopii Ŝwietlnej i fluorescencyjnej ujawniğy skutki dziağania 

lenzozydu Aɓ na kom·rki nowotworowe. Obserwowano zmiany ich ksztağtu, powierzchni, 

parametr·w morfometrycznych i ultrastruktury. Kom·rki posiadağy cechy 

charakterystyczne dla kom·rek apoptotycznych takie jak: obkurczenie kom·rek i jŃder, 

redukcja lub utrata mikrokosmk·w, pofragmentowanie chromatyny, silna wakuolizacja 

cytoplazmy, obecnoŜĺ autolizosom·w, obecnoŜĺ uwpukleŒ bğony oraz pojawienie siň ciağek 
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apoptotycznych. JednoczeŜnie lenzozyd Aɓ nie zmieniğ morfologii oraz ultrastruktury 

fibroblast·w sk·ry czğowieka. 

Ostatni etap badaŒ obejmowağ okreŜlenie wpğywu LAɓ na indukcjň stresu 

oksydacyjnego w kom·rkach. Badania wykazağy dualistyczne dziağanie zwiŃzku. Flawonoid 

indukowağ stres oksydacyjny w kom·rkach linii HeLa i Hep-2 i jednoczeŜnie wykazağ 

dziağanie antyutleniajŃce w stosunku do kom·rek prawidğowych sk·ry czğowieka. 

PodsumowujŃc, wyniki zawarte w rozprawie potwierdziğy oddziağywanie lenzozydu 

Aɓ na bğony kom·rkowe. Flawonoid wchodzŃc w interakcje z biağkami i lipidami kom·rek, 

w tym lipidami membran, zmienia ich dynamiczne i strukturalne wğaŜciwoŜci. W efekcie, 

jako skutki oddziağywania flawonoidu, obserwuje siň innŃ niŨ w kontrolnych kom·rkach 

nowotworowych, morfologiň i ultrastrukturň, w wiňkszoŜci, zgodnŃ z fenotypem kom·rek 

apoptotycznych. JednoczeŜnie zwiŃzek nie indukuje apoptozy w kom·rkach prawidğowych, 

nie wykazuje dziağania cytotoksycznego wobec nich i wzmaga w nich syntezň biağek. Takie 

wğaŜciwoŜci lenzozydu Aɓ czyniŃ go potencjalnym Ŝrodkiem terapeutycznym, 

samodzielnym lub stosowanym w terapii skojarzonej.  

 

Sğowa kluczowe: 

flawonoidy, liposomy, kom·rki nowotworowe, mikroskopia elektronowa, FTIR 
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Summary  

 
 

          Lensoside Aɓ (quercetin 3-O-[6-OE-caffeyl)-ɓ-D-glucopyranosyl(1Ÿ2)]-ɓ-D-

galactopyranoside-7-O-ɓ-D-glucuropiranoside) is a derivative of quercetin and belongs to 

flavonoids, compounds commonly found in plants. Flavonoids have recently become the 

subject of numerous studies due to their different biological and pharmacological properties. 

In vitro and in vivo studies confirm their positive effect, both at the cell and the whole 

organism level. They exhibit antioxidant, anti-inflammatory, anti-atherosclerotic, anti-

allergic and other activities. Their anticancer activity is particularly important. One of the 

targets for flavonoids are cell membranes. At the same time, lensoside Aɓ is a new 

compound isolated from the aerial parts of  edible lentil (Lens culinaris) cultivar Tina. So 

far, there is very little data about secondary metabolites isolated from the leaves and stems 

of this plant. 

The main aim of the doctoral thesis was to determine the ability of lensoside Aɓ to 

interact with membranes (both with membrane lipids and proteins), to determine how this 

compound interacts with membranes, to investigate its localization and orientation in 

membranes, and to evaluate its effects on the cells. In order to explain how this flavonoid 

interacts with membranes and to confirm the influence of these interactions on normal and 

cancer cells, various research methods were applied such as: Fourier transform infrared 

absorption spectroscopy (FTIR), nuclear magnetic resonance (1H NMR), differential 

scanning calorimetry (DSC), confocal fluorescence lifetime imaging microscopy (FLIM), 

patch clamp, transmission and scanning electron microscopy (TEM, SEM), light 

microscopy, fluorescence microscopy and flow cytometry. In the experiments multilayer 

vesicles (MLV), giant unilamellar vesicles (GUV) made of dipalmitoylphosphatidylocholine 

(DPPC) and in vitro cell cultures: cervical cancer (HeLa), laryngeal cancer (Hep-2) lines and 

human skin fibroblast line (HSF) were used.  

The studies  have shown that lensoside Aɓ significantly affects on model membranes 

formed with DPPC. The tested compound incorporates into membranes and binds to the lipid  

polar head groups by hydrogen bonds between the C ï O ï P ï O ï C segment and  hydroxyl 

groups of flavonoid. 
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Moreover, 1H NMR and DSC analysis showed that the tested flavonoid has ordering  

effect on DPPC membranes and changes their physical properties. A slight decrease of the 

main phase transition temperature, the disappearance of the pretransition and a decrease in 

the calorimetric enthalpy and the co-operativity of the transition were found. FLIM 

investigation has revealed roughly parallel orientation of the examined compound with 

respect to the membrane. To determine the modulating effect of tested flavonoid on 

membrane transport proteins, patch-clamp technique was used. Lensoside Aɓ has changed 

the activity of potassium channels in human skin fibroblasts, which resulted in their 

increased opening.  

FTIR analysis confirmed that the tested compound, interacts with both proteins and 

lipids of the cells at the molecular level. The studied flavonoid interacts with the cell lipids 

in the region  of the choline heads of phospholipids in  HeLa and Hep-2 cells via the 

formation of hydrogen bonds with the ï PO2
-  groups and the C-O-P-O-C segment. The 

lensoside Aɓ clearly affects the spectral profile of proteins from the amide I spectral zone, 

which was manifested by changes in their secondary structure and  reduction in their amount. 

On the other hand, it acts differently on normal cells of the HSF line by inducing the 

production of additional proteins and a slight ordering effect of the lipid fraction of the polar 

head groups region. 

Results obtained by the neutral red and the LIVE/DEAD tests 

have revealed a cell line - dependent reduction in cell viability. Lensoside Aɓ has been 

shown to have little effect on cell survival. It has the greatest effect on human cervical cancer 

cells. Its cytotoxic effect is correlated with the induction of apoptosis in HeLa and Hep-2 

cancer cells whereas human skin fibroblasts are not sensitive to the cytotoxic effect of the 

tested flavonoid. 

Cell analyses with application of transmission and scanning electron microscopy as 

well as light and fluorescence microscopy have shown the effects of lensoside Aɓ on cancer 

cells. Changes in their shape, surface, morphometric parameters and ultrastructure were 

observed. Cells had features characteristic of apoptotic cells, such as: shrinkage of cells and 

nuclei, reduction or loss of microvilli, fragmentation of chromatin, strong vacuolation of 

cytoplasm, presence of autolysosomes, presence of membrane connections and the 

appearance of apoptotic bodies. At the same time, lensoside Aɓ did not change the 

morphology and ultrastructure of normal human skin fibroblast cells. 
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The final stage of the research involved determining the effect of LAɓ on the induction 

of oxidative stress in the cells. Studies have shown a dualistic mode of  action of the tested  

compound. The flavonoid has induced oxidative stress in HeLa and Hep-2 cells and at the 

same time showed an antioxidant effect on normal human skin cells. 

In conclusion, the results included in this dissertation, confirmed the influence of 

lensoside Aɓ on cell membranes. By interacting with proteins and lipids of the cells, 

including the membrane lipids, the flavonoid changes their dynamic and structural 

properties. As a result, of this interaction, changes in  a morphology and ultrastructure of 

cancer cells, which is mostly consistent with the apoptotic cell phenotype, are being 

observed. Simultaneously, the examined compound does not induce apoptosis in normal 

cells, does not also exhibit cytotoxic activity against  them and enhances  their protein 

synthesis. Such properties of lensoside Aɓ make it a potential therapeutic agent, used alone 

or in combined therapy. 

 

Key words: 

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

RoŜliny od dawien dawna byğy wykorzystywane przez czğowieka nie tylko jako Ŧr·dğo 

pokarmu ale r·wnieŨ w celach leczniczych. Fitoterpapia czyli leczenie za pomocŃ roŜlin i 

substancji pochodzenia roŜlinnego byğa stosowana juŨ ponad cztery tysiŃce lat temu przez 

Sumer·w i ChiŒczyk·w, a jej rozkwit nastŃpiğ w Egipcie. JuŨ w czasach staroŨytnych, za 

sprawŃ Hipokratesa, Dioskurydesa oraz Galena znano okoğo tysiŃca gatunk·w roŜlin o 

dziağaniu leczniczym, z kt·rych otrzymywano napary, ekstrakty oraz inne postaci lek·w 

[Wieczorek i in., 2006]. W latach trzydziestych XX wieku, po otrzymaniu pierwszego 

syntetycznego chemioterapeutyku, nastŃpiğ szybki rozw·j chemii i produkcja lek·w 

syntetycznych. Syntetyki charakteryzujŃce siň szybkim i silnym dziağaniem zastŃpiğy 

naturalne leki roŜlinne i stağy siň powszechnie stosowane. Niestety mimo silnego dziağania 

terapeutycznego, odkryto r·wnieŨ niepoŨŃdane dziağanie Ŝrodk·w syntetycznych. 

ZauwaŨono, Ũe takie substancje mogŃ powodowaĺ wymioty, biegunkň, nudnoŜci, wysypki 

a takŨe dziağaĺ hepatotoksycznie i nefrotoksycznie, jak r·wnieŨ zaburzaĺ funkcjonowanie 

ukğadu krwionoŜnego. W dzisiejszych czasach, ze wzglňdu na bezpieczniejsze i ğagodniejsze 

dziağanie naturalnych substancji roŜlinnych oraz ich niskŃ toksycznoŜĺ zaczňto powracaĺ do 

ich stosowania, a roŜliny oraz surowce z nich otrzymane stağy siň obiektem zainteresowaŒ 

wielu badaczy [Drozd, 2012].  

Substancje czynne wystňpujŃce w roŜlinach leczniczych moŨemy podzieliĺ na dwie 

grupy: produkty metabolizmu pierwotnego (metabolity pierwotne) i produkty metabolizmu 

wt·rnego. Metabolity wt·rne sŃ niskoczŃsteczkowymi zwiŃzkami, peğniŃcymi u roŜlin 

funkcje ochronne i sygnağowe [Sadowska i in., 2014]. SŃ syntetyzowane tylko w niekt·rych 

kom·rkach, tkankach czy organach. GromadzŃ siň przede wszystkim w wakuolach, 

przestrzeniach miňdzykom·rkowych i na powierzchni tkanek [KŃczkowski, 1993]. 

Podzieliĺ je moŨna na trzy podstawowe grupy: terpenoidy, niebiağkowe zwiŃzki azotowe 

oraz zwiŃzki fenolowe. Do tej ostatniej grupy naleŨŃ flawonoidy, powszechnie wystňpujŃce 

w roŜlinach [JasiŒski i in., 2009]. Ze wzglňdu na swoje szerokie dziağanie farmakologiczne 

okreŜlane sŃ jako witamina P [Czeczot, 2000]. Zar·wno badania in vitro jak i in vivo 

potwierdzajŃ ich dziağanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, 

przeciwmiaŨdŨycowe, detoksykujŃce i inne [Czeczot, 2000; Martinez-Florez i in., 2002]. 

Dziňki swojej aktywnoŜci biologicznej mogŃ mieĺ zastosowanie jako naturalne leki w terapii 

wielu chor·b, w tym chor·b nowotworowych. 
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1.1. Budowa chemiczna i podziağ flawonoid·w 
 

Flawonoidy sŃ powszechnie wystňpujŃcymi  pochodnymi 2-fenylo-benzo-ɔ-pironu. W 

swojej strukturze zawierajŃ 15-atomowy szkielet wňglowy oparty na ukğadzie flawanu  (C6-

C3-C6), kt·ry tworzŃ dwa pierŜcienie benzenowe (A i B) poğŃczone heterocyklicznym 

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

 

Ryc. 1. Wz·r podstawowego szkieletu wňglowego flawonoid·w [Bravo, 1998]. 

 

Naturalnie wystňpujŃce zwiŃzki flawonoidowe majŃ w swojej strukturze 3 grupy 

hydroksylowe: dwie w pierŜcieniu A w pozycji 5 i 7 oraz jednŃ w pozycji 3 pierŜcienia B. 

ZwiŃzki te mogŃ r·Ũniĺ siň obecnoŜciŃ podstawnik·w, kt·re powstajŃ w wyniku 

hydroksylacji, metylacji, acetylacji i glikozydacji w r·Ũnych pozycjach pierŜcieni [Heim i 

in, 2002]. ObecnoŜĺ oraz r·Ũne poğoŨenie podstawnik·w w pierŜcieniach wpğywa na 

odmienne wğaŜciwoŜci chemiczne i fizyczne tych zwiŃzk·w, co przekğada siň na 

indywidualny metabolizm danego zwiŃzku oraz jego aktywnoŜĺ. I tak, antyoksydacyjne 

dziağanie flawonoid·w zwiŃzane jest z liczbŃ i poğoŨeniem grup hydroksylowych. Im 

wiňksza iloŜĺ tych grup w czŃsteczce zwiŃzku tym silniejsze jego dziağanie 

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

Flawonoidy w roŜlinach mogŃ wystňpowaĺ w formie wolnej czyli aglikon·w lub w 

postaci glikozyd·w czyli w poğŃczeniu z cukrami. CzŃsteczki cukrowe sŃ przyğŃczane 

najczňŜciej w pozycji C-3, rzadziej w C-4ô,C-3ô, C-5 czy C-7. W formie glikozyd·w 

najczňŜciej wystňpujŃ flawony oraz flawonole. DoğŃczenie czŃsteczek wňglowodan·w do 

aglikonu flawonoid·w zwiňksza ich polarnoŜĺ i rozpuszczalnoŜĺ, co istotnie wpğywa na ich 

magazynowanie w wakuolach. NajczňŜciej przyğŃczanymi cukrami sŃ: glukoza, galaktoza, 
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ramnoza czy ksyloza. Rzadziej wystňpujŃcymi podstawnikami glikozydowymi sŃ mannoza, 

fruktoza, kwas glukuronowy i kwas galakturonowy [Majewska i Czeczot, 2009]. Ponadto 

flawonoidy mogŃ tworzyĺ pomiňdzy sobŃ poğŃczenia w postaci biflawonoid·w lub 

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

ZwiŃzki flawonoidowe sŃ klasyfikowane na podstawie r·Ũnic w budowie. Podziağ 

wedğug Miňdzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (IUPAC, ang. International 

Union of Pure and Applied Chemistry) opiera siň na r·Ũnicach w pozycji przyğŃczenia 

pierŜcienia aromatycznego (pierŜcieŒ B) do czŃsteczki benzopiranu i  wyr·Ũnia trzy klasy 

(Ryc.2.):  

¶ flawonoidy (pochodne 2-fenylobenzopiranu), w kt·rych pierŜcieŒ B przyğŃczony jest 

w pozycji 2 

¶ izoflawonoidy (pochodne3-fenylobenzopiranu), w kt·rych pierŜcieŒ B przyğŃczony 

jest w pozycji 3  

¶  neoflawonoidy (pochodne3-fenylobenzopiranu), w kt·rych pierŜcieŒ B przyğŃczony 

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

 

Ryc. 2. Gğ·wne klasy zwiŃzk·w flawonoidowych wg IUPAC [Grotewold i in., 2006]. 

 

Klasy te sŃ biogenetycznie i strukturalnie powiŃzane a ich wsp·lnym prekursorem jest 

chalkon. Na podstawie stopnia utlenienia oraz nasycenia pierŜcienia C, w obrňbie klasy 

flawonoid·w moŨemy wyr·Ũniĺ nastňpujŃce podklasy: flawony, flawonole, flawanony,  

flawon-3-ole lub katechiny i antocyjanidyny. ZwiŃzki w obrňbie podklas r·ŨniŃ siň przede 

wszystkim obecnoŜciŃ r·Ũnych podstawnik·w w pierŜcieniach A i B [Grotewold i in., 2006]. 

Do zwiŃzk·w flawonoidowych zalicza siň teŨ zwiŃzki, kt·re swŃ budowŃ odbiegajŃ od 
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pierwotnej struktury charakterystycznej dla tej grupy. Do nich naleŨŃ chalkony, kt·re majŃ 

otwarty pierŜcieŒ C, jak r·wnieŨ aurony i auronole, kt·rych budowa oparta jest na ukğadzie 

benzofuranu [Syam i in., 2012; Detsi i in., 2009]. Wzory poszczeg·lnych klas i podklas 

flawonoid·w zostağy przedstawione na rycinie 3. 

 

 

Ryc. 3. NajwaŨniejsze klasy i podklasy flawonoid·w [Golonko i in., 2015 w modyfikacji wğasnej] 

 

1.2. Wystňpowanie 
 

Flawonoidy sŃ zwiŃzkami powszechnie wystňpujŃcymi w roŜlinach. Charakteryzuje 

je duŨa r·ŨnorodnoŜĺ. StanowiŃ trzeciŃ, co do wielkoŜci,  grupň zwiŃzk·w naturalnych po 

alkaloidach (12 000) i terpenoidach (30 000). Obecnie zidentyfikowano okoğo 10 000 

struktur flawonoidowych r·ŨniŃcych siň budowŃ i wykazujŃcych r·Ũne aktywnoŜci 

biologiczne [Mağolepsza i Urbanek, 2000]. Dystrybucja flawonoid·w w roŜlinach zaleŨy od 

kilku czynnik·w, m.in. od zmiennoŜci i stopnia ekspozycji na Ŝwiatğo. Ich naturalnym  

Ŧr·dğem sŃ roŜliny zarodnikowe, naczyniowe jak r·wnieŨ mszaki i glony. Szczeg·lnie 
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bogate we flawonoidy sŃ roŜliny z rodziny Apiaceae, Asteraceae, Betulaceae, Brassicaceae, 

Ericaceae, Fabaceae, Hypericeae, Lamiaceae, Polygonaceae, Primulaceae, 

Ranunculaceae, Rosaceae, Rubiaceae, Rutaceae, Scrophulariaceae [Mağolepsza i Urbanek, 

2000]. ZwiŃzki te obecne sŃ we wszystkich czňŜciach roŜlin, najwiňcej jest ich w liŜciach i 

kwiatostanach, nieco mniej w owocach, korze, drewnie, korzeniach czy nasionach. 

GromadzŃ siň gğ·wnie w tkankach zdolnych do fotosyntezy, np. w miňkiszu palisadowym i 

gŃbczastym czy epidermie [Agati i in., 2013]. W kom·rkach roŜlin czňsto wystňpujŃ w 

postaci glikozyd·w rozpuszczonych w soku wakuolarnym. Niekt·re z nich ulegajŃ 

krystalizacji w kom·rkach epidermy np. hesperydyna w owocach pomaraŒczy czy pochodne 

akacetyny we wğoskach okrywajŃcych dziewanny [Mağolepsza i Urbanek, 2000]. 

Gğ·wnym Ŧr·dğem flawonoid·w sŃ przede wszystkim owoce oraz warzywa. 

Szczeg·lnie bogate w zwiŃzki polifenolowe, w tym flawonoidy sŃ takie owoce jak: czarny 

bez, aronia, czarna porzeczka, bor·wka amerykaŒska, jagoda, jeŨyna, jabğka oraz wiŜnia. 

WŜr·d warzyw, najwyŨszŃ iloŜĺ flawonoid·w zawierajŃ: strŃki fasoli, czarna oliwka, 

czerwona cebula, szpinak i szalotka [Rodriguez-Garcia i in., 2019]. Ponadto, wystňpujŃ w 

zboŨach (jňczmieŒ, gryka czy pszenica), nasionach (gğ·wnie roŜlin strŃczkowych) i 

przyprawach [Rienks i in., 2017; Steadman i in., 2001]. MoŨna je znaleŦĺ r·wnieŨ w sokach 

owocowych, zwğaszcza w soku jabğkowym, soku pomaraŒczowym, soku grejpfrutowym i 

soku z cytryny [Guo i in., 2013]. Ich obecnoŜĺ stwierdzono r·wnieŨ w czerwonym winie, 

czarnej herbacie oraz zielonej herbacie [Kokhar i Magnusdottir, 2002; Jandera i in., 2005]. 

Bogatym Ŧr·dğem flawonoid·w sŃ kakao oraz jego produkty, takie jak ciemna i mleczna 

czekolada [Tomas-Barberan i in., 2007; Miller i in., 2006]. Wystňpowanie gğ·wnych podklas 

flawonoid·w w diecie przedstawia tabela 1.  
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Tab. 1. Wystňpowanie poszczeg·lnych podklas flawonoid·w w diecie [Karak, 2009] 

Podklasa zwiŃzk·w 

flawonoidowych 
Przykğad zwiŃzku Wystňpowanie w diecie 

Flawonole 
kwercetyna, kemferol, 

moryna, mirycetyna 

cebula, brokuğy, jarmuŨ, 

jabğka, wino z winogron, 

wiŜnie 

Flawony apigenina, luteolina 
pietruszka, seler, tymianek, 

czerwony pieprz 

Flawanony 
hespertyna, hesperdyna, 

naryngenina 

owoce cytrusowe: 

pomaraŒcze, grejpfruty, 

cytryny 

Izoflawony genisteina, daidzeina 
roŜliny strŃczkowe (soja i 

jej produkty) 

Flawon-3-ole 
katechina, epikatechina, 

epigalokatechina 

zielona herbata, jabğka, 

czerwone wino, czekolada 

Antocyjany cyjanidyna, pelargonidyna 
jagody, jeŨyny, wiŜnie, 

truskawki, czarne porzeczki 

 

SpoŨycie tych zwiŃzk·w zaleŨy od nawyk·w Ũywieniowych oraz ich zawartoŜci w 

produktach spoŨywczych. Ponadto, na iloŜĺ przyjmowanych flawonoid·w wpğywajŃ takie 

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

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

dzienna iloŜĺ flawonoid·w dostarczanych w diecie w spoğeczeŒstwach zachodnich wynosi 

50-800 mg, natomiast w spoğeczeŒstwach wschodnich moŨe wynosiĺ do 2 g [Wiczkowski i 

Piskuğa, 2004; Hollman i Katan, 1999]. 
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1.3. Rola flawonoid·w w roŜlinach  
 

Flawonoidy dziağajŃc jako czŃsteczki sygnağowe i ochronne odgrywajŃ kluczowŃ rolň 

w rozwoju i wzroŜcie roŜlin. NadajŃ roŜlinom r·Ũne barwy dziňki czemu wabiŃ zwierzŃta do 

zapylenia i rozsiewania nasion. Flawonole, flawony, chalkony i aurony odpowiadajŃ za Ũ·ğte 

zabarwienie, natomiast antocyjany warunkujŃ ubarwienie czerwone, niebieskie i fioletowe. 

Opr·cz tego determinujŃ zapach, jak r·wnieŨ smak owoc·w i kwiat·w, dziňki czemu roŜliny 

sŃ rozpoznawane przez zwierzňta przenoszŃce pyğek czy nasiona [JasiŒski i in., 2009]. 

Katechiny i procyjanidyny warunkujŃ cierpki smak jabğek oraz herbaty. Z kolei naryngenina 

i florydzyna odpowiadajŃ za gorzki smak grejpfrut·w [Mitek i Gasik, 2009].  

ZwiŃzki te chroniŃ roŜliny przed niekorzystnymi warunkami Ŝrodowiskowymi. 

WarunkujŃ ich odpornoŜĺ na suszň oraz pomagajŃ w aklimatyzacji do r·Ũnych warunk·w 

temperaturowych. Wykazano, Ũe poziom tych zwiŃzk·w wzrasta w odpowiedzi na r·Ũne 

czynniki, m.in. silnie nasğonecznienie, promieniowanie UV, niskŃ/wysokŃ temperaturň, 

metale ciňŨkie czy suszň [Mierziak i in., 2014]. Flawonoidy lokalizujŃc siň w kom·rkach 

epidermy i hipodermy liŜci i ğodyg oraz w merystemach wierzchoğkowych dziağajŃ jako filtry 

promieniowania UV peğniŃc istotnŃ rolň w ochronie tkanek roŜlinnych przed uszkodzeniem. 

Takie wğaŜciwoŜci wynikajŃ z obecnoŜci w ich czŃsteczce ukğad·w chromoforowych czyli 

pierŜcienia aromatycznego i sprzňŨonych wiŃzaŒ podw·jnych.  Ponadto, zdolnoŜĺ zwiŃzk·w 

flawonoidowych do absorpcji promieniowania UV zwiŃzana jest z liczbŃ grup 

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

ZwiŃzki flawonoidowe peğniŃ rolň regulator·w wzrostu. ModyfikujŃ dziağanie 

enzym·w biorŃcych udziağ w szlakach sygnağowych, prekursor·w oraz inhibitor·w 

enzymatycznych. RegulujŃ poziom kwasu indolilo-3-octowego (IAA) w kom·rkach.  

Mono- i dihydroksylowe formy flawonoid·w sŃ inhibitorami transportu IAA przez bğony 

kom·rkowe. Niekt·re z nich, takie jak kwercetyna, apigenina czy kemferol wpğywajŃ na 

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

Flawonoidy odgrywajŃ istotnŃ rolň w oddziağywaniu roŜlin ze Ŝrodowiskiem 

zewnňtrznym. PeğniŃ funkcjň repelent·w, odstraszajŃc owady oraz roŜlinoŨerc·w. Takie 

wğaŜciwoŜci wykazujŃ taniny wystňpujŃce w liŜciach roŜlin drzewiastych [Golonko i in., 

2015]. Niekt·re flawonoidy mogŃ dziağaĺ odstraszajŃco na nicienie glebowe, kt·re ŨywiŃ 

siň roŜlinami. Kemferol, kwercetyna i mirycetyna (flawonole) odstraszajŃ Radopholus 
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similis i Meloidogyne incognita, podczas gdy genisteina i daidzeina (izoflawony) chroniŃ 

przed atakiem Radopholus similis [Wuyts i in., 2006]. Ponadto, dziağajŃ jako fitoaleksyny 

czyli substancje obronne powstajŃce na skutek kontaktu roŜliny z czynnikiem patogennym. 

ZwiŃzki flawonoidowe sŃ toksyczne wobec patogennych grzyb·w i bakterii dziňki czemu 

chroniŃ roŜliny przed r·Ũnymi infekcjami [JasiŒski i in., 2009]. Dziağanie przeciwgrzybiczne 

flawonoid·w, szczeg·lnie izoflawonoid·w opiera siň na hamowaniu rozwoju spor, wzrostu 

grzybni oraz uszkadzaniu struktury bğony kom·rkowej grzyba [Beckman i in., 2000]. Z kolei 

ich dziağanie przeciwbakteryjne jest zwiŃzane z inaktywacjŃ biağek transportujŃcych otoczki 

kom·rkowej oraz biağek odpowiadajŃcych za adhezjň [Plaper i in., 2003; Naoumkina i in., 

2010]. Flawonoidy rozpuszczalne w tğuszczach zmieniajŃ pğynnoŜĺ bğon bakterii. Ponadto, 

sŃ inhibitorami syntezy ich DNA i RNA [Mishra i in., 2009; Haraguchi i in., 1998; Wu i in., 

2013]. ZwiŃzki te, dziňki zdolnoŜci do hamowania wirusowych polimeraz oraz wiŃzania siň 

z kwasami nukleinowymi lub biağkami kapsydu wirusa, wykazujŃ r·wnieŨ aktywnoŜĺ 

przeciwwirusowŃ [Selway, 1986].  

Flawonoidy dziağajŃ jako czŃsteczki sygnağowe na wczesnym etapie symbiozy roŜlin 

strŃczkowych i bakterii Rhizobium. Niskie stňŨenie azotu stymuluje roŜliny do syntezy 

flawonoid·w, kt·re z kolei dziağajŃ jako atraktanty na bakterie azotowe. Naryngenina moŨe 

stymulowaĺ kolonizacjň korzeni pszenicy przez Azorhizobium caulinodans [Webster i in., 

1998]. Z kolei luteolina i chryzyna, wydzielane przez roŜliny strŃczkowe, np. Medicago 

sativa, dziağajŃ jako swoiste sygnağy dla bakterii Rhizobium do zainicjowania symbiozy 

[Hartwig i in., 1990]. ZwiŃzki flawonoidowe wydzielane przez korzenie roŜlin motylkowych 

indukujŃ transkrypcjň gen·w nod, kt·re sŃ odpowiedzialne za wytwarzanie i wysyğanie 

sygnağ·w pobudzajŃcych do tworzenia brodawek korzeniowych i wiŃzania azotu 

czŃsteczkowego [Kneer i in., 1999; Makoi i Ndakidemi, 2012]. Niekt·re z nich mogŃ 

zar·wno indukowaĺ, jak i hamowaĺ ekspresjň gen·w nod [Denarie i in., 1996; Cooper, 2004; 

Reddy i in., 2007]. Przykğadem moŨe byĺ daidzeina i genisteina, kt·re indukujŃ geny nod u 

Bradyrhizobium japonicum, natomiast hamujŃ ich ekspresjň u Sinorhizobium meliloti. Tak 

specyficzne dziağanie pozwala bakteriom na rozr·Ũnienie wğaŜciwych gospodarzy od innych 

gatunk·w roŜlin motylkowatych [Jones i in., 2007].  

ZwiŃzki flawonoidowe odgrywajŃ r·wnieŨ rolň w zjawisku mikoryzy czyli symbiozy 

pomiňdzy korzeniami roŜlin a specyficznymi gatunkami grzyb·w. MogŃ one mieĺ zar·wno 

negatywny jak i pozytywny wpğyw na ten proces [Nair in., 1991]. U Trifolium repens i 

Medicago truncatula stwierdzono podwyŨszonŃ zawartoŜĺ flawonoid·w [Ponce i in., 2004; 
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Schliemann i in., 2008]. Ponadto, kwercetyna, glikozydy kwercetyny oraz kemferol 

pozytywnie wpğywajŃ na wzrost strzňpek i zarodnik·w grzyb·w wchodzŃcych w symbiozň 

z korzeniami lucerny [Tsai i Phillips, 1991].  

Flawonoidy uczestniczŃ w zjawisku allelopatii czyli wzajemnych interakcjach miňdzy 

roŜlinami. Wydzielane przez liŜcie i korzenie do Ŝrodowiska zewnňtrznego hamujŃ 

kieğkowanie nasion i rozw·j sadzonek [Mağolepsza i Ubranek, 2000]. Przykğadem mogŃ byĺ 

flawony wydalane przez jňczmieŒ hamujŃce kieğkowanie nasion chwast·w [Kong i in., 

2007].  

Opr·cz funkcji ochronnych zwiňkszajŃ dostňpnoŜĺ niekt·rych pierwiastk·w 

niezbňdnych do wzrostu roŜlin. Gdy brakuje pokarmu sŃ uwalniane do gleby, gdzie wiŃŨŃ 

metale, np. Ũelazo. I tak, izoflawonoidy wydzielane przez korzenie Medicago sativa L. 

zwiňkszajŃ dostňpnoŜĺ jon·w Ũelaza i anion·w fosforanowych [Mierziak i in., 2014].  

 

1.4. Biologiczna aktywnoŜĺ flawonoid·w 
 

Flawonoidy sŃ zwiŃzkami wykazujŃcymi szeroki zakres biologicznych dziağaŒ. 

PosiadajŃ one wğaŜciwoŜci antyoksydacyjne, przeciwzapalne, immunomodulacyjne, 

antymikrobiologiczne i przeciwalergiczne. Jest to zwiŃzane z ich strukturŃ chemicznŃ oraz 

obecnoŜciŃ licznych podstawnik·w w czŃsteczkach.   

                                                                                                                       

1.4.1. WğaŜciwoŜci antyoksydacyjne 

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) sŃ wysoko reaktywnymi 

pochodnymi tlenu czŃsteczkowego. NaleŨŃ do nich anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik 

hydroksylowy, nadtlenek wodoru oraz tlen singletowy. ZwiŃzki te w duŨych iloŜciach 

prowadzŃ do uszkodzenia kom·rek i w konsekwencji przyczyniajŃ siň do rozwoju wielu 

chor·b takich jak: miaŨdŨyca, cukrzyca, obniŨenie odpornoŜci czy choroby nowotworowe 

[Hanasaki i in., 1994]. Aby zapobiec negatywnym skutkom dziağania ROS stosuje siň 

zwiŃzki o charakterze antyoksydacyjnym. Przeciwutleniacze dziağajŃ w mağych iloŜciach i  

sŃ zdolne do zapobiegania utlenianiu zwiŃzk·w ğatwo utleniajŃcych siň przez co chroniŃ 

organelle kom·rkowe przed uszkodzeniami. Do przeciwutleniaczy zaliczamy r·wnieŨ 

flawonoidy. Ich dziağanie ochronne oparte jest na r·Ũnych mechanizmach takich jak: 
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1) BezpoŜrednie wychwytywanie wolnych rodnik·w oraz reaktywnych form tlenu 

(ROS), 

2) Aktywacja enzym·w przeciwutleniajŃcych,  

3) Chelatowanie jon·w metali przejŜciowych, 

4) Ograniczenie powstawania wolnych rodnik·w oraz reaktywnych form tlenu poprzez 

hamowanie enzym·w biorŃcych udziağ w ich wytwarzaniu (oksydaza ksantynowa, 

bğonowa oksydaza NADPH, mieloperoksydaza), 

5) Ochrona niskoczŃsteczkowych antyoksydant·w, takich jak askorbinian czy Ŭ-

tokoferol przed utlenianiem [Prochazkova i in., 2011]. 

Dziağanie antyoksydacyjne tych zwiŃzk·w w duŨej mierze zaleŨy od budowy 

chemicznej flawonoid·w, szczeg·lnie od liczby i poğoŨenia grup hydroksylowych. WysokŃ  

aktywnoŜĺ przeciwutleniajŃcŃ tych molekuğ warunkuje obecnoŜĺ grup orto-3,4-

dihydroksylowych w obrňbie pierŜcienia B (grupy katecholowe, pirogalolowe). 

Ugrupowania te umoŨliwiajŃ tworzenie wiŃzaŒ wodorowych wewnŃtrz czŃsteczki, co 

zwiňksza stabilnoŜĺ rodnik·w fenoksylowych. Im wiňcej grup hydroksylowych w 

pierŜcieniu B tym silniejsze dziağanie antyoksydacyjne [Mağolepsza i Urbanek, 2000]. 

R·wnieŨ rozmieszczenie tych ugrupowaŒ zwiňksza  te  wğaŜciwoŜci. NajmniejszŃ aktywnoŜĺ 

wykazujŃ czŃsteczki posiadajŃce grupy hydroksylowe w pozycji meta, a najwyŨszŃ w 

pozycji orto. Nawet niewielkie zmiany w poğoŨeniu tych ugrupowaŒ, ich glikozylacja lub 

metylacja, mogŃ osğabiaĺ ich zdolnoŜĺ do wychwytywania i ograniczania powstawania 

wolnych rodnik·w [Arora i in., 1998]. Dziağanie flawonoid·w jako przeciwutleniaczy 

zwiŃzane jest r·wnieŨ z wystňpowaniem grup hydroksylowych w pozycji meta 5,7 lub 3,5-

didhydroksylowych w pierŜcieniu A. ObecnoŜĺ tych ugrupowaŒ w czŃsteczce apigeniny i 

kemferolu umoŨliwia hamowanie peroksydacji lipid·w [LemaŒska i in., 2001]. Istotnym 

czynnikiem zwiŃzanym z antyoksydacyjnym dziağaniem flawonoid·w jest jednoczesne 

wystňpowanie podw·jnego wiŃzania pomiňdzy atomami C2 i C3 oraz grup 4-keto i 3 -

hydroksylowych w pierŜcieniu C. Taki ukğad sprzyja przemieszczaniu elektron·w [Rice-

Evans i in., 1996]. Sugeruje siň, Ũe znaczny wpğyw ma r·wnieŨ przestrzenne uğoŨenie 

pierŜcienia B [Mağolepsza i Urbanek, 2000]. ObecnoŜĺ grup hydroksylowych w pozycjach 

C3 i C3ô zwiňksza zdolnoŜĺ do hamowania peroksydacji lipid·w jak r·wnieŨ uğatwia 

wychwytywanie anionorodnika ponadtlenkowego. Z kolei wystňpowanie reszt cukrowych 
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w czŃsteczce flawonoid·w zmniejsza ich aktywnoŜĺ antyoksydacyjnŃ, dlatego aglikony sŃ 

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

ZwiŃzki flawonoidowe mogŃ r·wnieŨ dziağaĺ bezpoŜrednio poprzez wychwytywanie 

wolnych rodnik·w, takich jak anionorodnik ponadtlenkowy (O2
Å-), rodnik hydroksylowy 

(OHÅ) czy tlenek azotu. Wynikiem tych reakcji jest tworzenie mniej reaktywnych rodnik·w 

flawonoidowych, kt·re majŃ zdolnoŜĺ do stabilizowania i przekazywania niesparowanych 

elektron·w [Mağolepsza i Urbanek, 2000; Pietta, 2000; Duthie i in., 2003]. 

Flawonoidy majŃ zdolnoŜĺ do indukcji enzym·w detoksykujŃcych fazy II takich jak: 

oksydoreduktaza chinonowa NAD(P), transferaza glutationowa czy transferaza UDP-

glukuronozylowa), kt·re chroniŃ przed elektrofilowymi substancjami toksycznymi i stresem 

oksydacyjnym. ZwiňkszajŃ aktywnoŜĺ  enzym·w antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza 

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

Flawonoidy mogŃ takŨe chelatowaĺ jony metali przejŜciowych, przede wszystkim 

miedzi czy Ũelaza, kt·re sŃ katalizatorami reakcji prowadzŃcych do powstawania rodnika 

hydroksylowego. Takie wğaŜciwoŜci sŃ zwiŃzane z obecnoŜciŃ ugrupowaŒ: 3ô4ô-dihydroksy 

w pierŜcieniu B, 4-keto, 3-hydroksy oraz 4-keto, 5-hydroksy w pierŜcieniu C czŃsteczki 

flawonoidu. Za tworzenie kompleks·w z jonami miedzi (Cu2+) odpowiada grupa  

katecholowa w pierŜcieniu B [Arct i Pytkowska, 2008]. Flawonoidem wykazujŃcym 

zdolnoŜĺ do chelatowania metali jest kwercetyna. WiŃŨe i stabilizuje jony Ũelaza [Ferrali i 

in., 1997. Ponadto, kwercetyna jak i moryna,  tworzŃ kompleksy z kadmem (Cd II) [Kopacz 

i KuŦniar, 2003; Chlebda i in., 2010]. Flawonoidy dziňki zdolnoŜci do wiŃzania metali 

przejŜciowych, op·ŦniajŃ procesy starzenia, zmniejszŃ stan zapalny oraz utrzymujŃ 

prawidğowe ciŜnienie krwi [Arct i Pytkowska, 2008].  

Jednymi z gğ·wnych niskoczŃsteczkowych przeciwutleniaczy sŃ askorbinian obecny w 

cytozolu oraz Ŭ-tokoferol w bğonie kom·rkowej i ludzkich lipoproteinach o niskiej gňstoŜci 

(LDL). Liczne badania in vitro potwierdzajŃ, Ũe flawonoidy, poprzez chelatowanie metali 

przejŜciowych, istotnie zapobiegajŃ utlenianiu askorbinianu. Jest to zwiŃzane z obecnoŜciŃ 

grup hydroksylowych przy atomach wňgla w pozycjach 3ô i 4ô pierŜcienia B oraz ugrupowaŒ 

3-hydroksy-4-karbonylowych [Ostrowska i Skrzydlewska, 2005].Ponadto kwercetyna i  

mirycetyna dziağajŃ ochronnie na Ŭ-tokoferol [Zhu i in., 2000]. Podobne dziağanie wykazujŃ 

wyciŃgi z zielonej herbaty zawierajŃce epigalokatechinň, galusan epigalokatechiny, 
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epikatechinň oraz galusan epikatechiny, kt·re stopniowo regenerujŃ Ŭ-tokoferol w ludzkich 

lipoproteinach LDL [Zhu i in., 1999].   

Innym mechanizmem antyoksydacyjnego dziağania flawonoid·w jest obniŨenie 

aktywnoŜci enzym·w uczestniczŃcych  w enzymatycznej peroksydacji fosfolipid·w, takich 

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

Niekt·re flawonoidy mogŃ wykazywaĺ dziağanie prooksydacyjne. Takie wğaŜciwoŜci 

majŃ gğ·wnie zwiŃzki, kt·re w swojej strukturze posiadajŃ 3 grupy hydroksylowe w 

pierŜcieniu B lub ugrupowanie katecholowe [Cao i in., 1997]. W zaleŨnoŜci od dawki 

zwiŃzku, typu kom·rki oraz warunk·w prowadzenia hodowli flawonoidy w kom·rkach 

mogŃ dziağaĺ jako przeciwutleniacze lub utleniacze [Matsuo i in, 2005].  

1.4.2. WğaŜciwoŜci przeciwzapalne i przeciwalergiczne 

 

Przeciwzapalne dziağanie flawonoid·w zwiŃzane jest z hamowaniem enzym·w 

regulatorowych oraz czynnik·w transkrypcyjnych odgrywajŃcych kluczowŃ rolň w kontroli 

mediator·w stanu zapalnego. ZwiŃzki te sŃ inhibitorami enzym·w o dziağaniu prozapalnym, 

takich jak syntaza NO (iNOS), cyklooksygenaza-2 (COX-2) i lipooksygenaza (LOX) 

[Majewska i Czeczot, 2009]. Apigenina oraz kwercetyna zmniejszajŃ poziom ekspresji 

COX-2 w kom·rkach indukowanych LPS natomiast luteolina obniŨa zar·wno poziom COX-

2 jak i iNOS. Niekt·re flawonoidy takie jak mirycetyna, kempferol, kwercetyna i moryna 

hamujŃ aktywnoŜĺ lipooksygenazy [Yao i in., 2004]. Celem dziağania zwiŃzk·w 

flawonoidowych jest r·wnieŨ czynnik jŃdrowy kappa B (NF-əɓ), kt·ry regulujň ekspresjň 

gen·w dla chemokin i cytokin prozapalnych oraz biağek ostrej fazy. Ponadto, flawonoidy 

wpğywajŃ na kom·rki ukğadu immunologicznego, przez co zmniejszajŃ syntezň cytokin 

biorŃcych udziağ w reakcjach zapalnych takich jak czynnik martwicy nowotworu (TNF-Ŭ), 

czy interleukiny 6 (IL-6) i 8 (IL-8). Katechina i kwercetyna dziağajŃc synergistycznie hamujŃ 

aktywnoŜĺ czynnika TNF-Ŭ i IL-1ɓ. Z kolei genisteina  zmniejsza poziom TNF-Ŭ, IL-6 i IL-

1ɓ w mysich makrofagach RAW indukowanych LPS-em [Noreen i in., 1998]. ZwiŃzki 

flawonoidowe wykazujŃ r·wnieŨ aktywnoŜĺ przeciwalergicznŃ. Kwercetyna i luteolina 

hamujŃ uwalnianie z mastocyt·w histaminy - mediatora odczynu alergicznego [Kimata i in., 

2000]. Z kolei baikaleina blokuje wydzielanie eotaksyny, kt·ra powoduje napğyw eozynofilii 

w kierunku ogniska reakcji alergicznej i zaostrzenie odpowiedzi zapalnej [Nakajima i in., 
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2001]. Dobrym przykğadem przeciwalergicznego dziağania flawonoid·w jest hispidulina, 

wyizolowana z Clerodendrum petasites ï roŜliny stosowanej w leczeniu astmy. ZwiŃzek ten 

rozluŦnia miňŜnie gğadkie tchawicy [Hazekamp i in., 2001].  

1.4.3. WğaŜciwoŜci antybakteryjne 

 

Jednym z gğ·wnych globalnych problem·w jest odpornoŜĺ na antybiotykoterapiň 

dlatego istnieje potrzeba opracowywania nowych Ŝrodk·w terapeutycznych [Cushnie i 

Lamb, 2011]. BezpoŜrednia aktywnoŜĺ antybakteryjna flawonoid·w jest zwiŃzana z trzema 

gğ·wnymi mechanizmami dziağania. Po pierwsze zwiŃzki te uszkadzajŃ bğony 

cytoplazmatyczne (poprzez perforacjň lub zmniejszenie pğynnoŜci). Przykğadem moŨe byĺ 

galangina powodujŃca znacznŃ utratň potasu w kom·rkach Staphylococcus aureus, co 

wskazuje na bezpoŜrednie uszkodzenie bğony kom·rkowej. Kolejnym mechanizmem jest 

zahamowaniem syntezy kwas·w nukleinowych (w wyniku inhibicji topoizomerazy) 

[Cushnie i Lamb, 2005]. Wykazano, Ũe genisteina  hamuje syntezň zar·wno DNA jak i RNA 

w kom·rkach  Vibrio harveyi [Ulanowska i in., 2006]. Ponadto, flawonoidy mogŃ hamowaĺ 

metabolizm bakterii. WaŨnym aspektem dziağania przeciwbakteryjnego jest r·wnieŨ ich  

wpğyw na biofilmy bakteryjne, kt·re  wytwarzane przez bakterie chorobotw·rcze  odgrywajŃ 

istotnŃ rolň w patogenezie bakterii oraz opornoŜci na antybiotyki [Winter i in, 1989; Li i in, 

2012]. Wykazano, Ũe flawonoidy hamujŃ tworzenia biofilmu przez bakterie takie jak 

Streptococcus mutans, Aeromonas shydrophila i Escherichia coli [Lee i in, 2011]. Ponadto, 

naryngenina, kampferol i kwercetyna ograniczajŃ tworzenie siň biofilmu  E.coli. Kolejnym 

mechanizmem jest tworzenie kompleks·w z elementami Ŝciany kom·rkowej bakterii, co w 

konsekwencji hamuje dalszŃ adhezjň bakterii i ich wzrost. Kwercetyna i resweratrol w 

kom·rkach ludzkiej linii biağaczki (U937) oraz monocytach zainfekowanych przez 

Salmonella typhimurium  hamujŃ namnaŨanie siň bakterii oraz chroniŃ je przez toksycznymi 

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

 

1.4.4. WğaŜciwoŜci przeciwwirusowe flawonoid·w 

 

Flawonoidy zmniejszajŃ zdolnoŜci zakaŦne wielu wirus·w ludzkich i zwierzňcych, w 

tym adenowirus·w, HSV, HIV, wirusa zespoğu rozrodczo-oddechowego ŜwiŒ, 
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retrowirus·w, wirusa opryszczki, wirusa grypy, wirusa dengi, wirusa polio oraz 

rotawirus·w. Takie dziağanie wykazujŃ kwercetyna, apigenina, luteolina, epikatechina, 

epigalokatechina, rutyna, moryna czy kemferol. Stwierdzono, Ũe flawonole majŃ silniejsze 

dziağanie wobec wirusa opryszczki pospolitej typu 1 i wirusa HIV niŨ flawony. WğaŜciwoŜci 

przeciwwirusowe tych zwiŃzk·w zwiŃzane sŃ z ich dziağanie na wirusa, jak i kom·rki 

gospodarza. Flawonoidy modulujŃ przyğŃczanie siň wirusa do powierzchni kom·rki, 

wprowadzanie materiağu genetycznego do kom·rek gospodarza, replikacjň, translacjň biağek 

wirusa, tworzenie kompleks·w glikoproteinowych otoczki biağkowej wirusa i uwolnienie 

wirusa. DziağajŃ r·wnieŨ na sygnalizacjň kom·rkowŃ gospodarza, w tym na indukcjň 

czynnik·w biorŃcych udziağ w transkrypcji gen·w oraz wydzielanie cytokin [Cushnie i 

Lamb, 2011]. WiňkszoŜĺ bioflawonoid·w wpğywa na replikacjň wirusa  oraz hamuje 

tworzenie wirusowego DNA lub RNA. Baikalina jest inhibitorem replikacji wirusa 

natomiast apigenina i chryzyna hamujŃ transkrypcjň wirusowŃ. Kwercetyna dziağa hamujŃco 

na wirusy RSV, wirus opryszczki (HSV-1) oraz wirus polio [Kaul i in., 1985]. Katechiny, 

taki jak EGCG oraz ECG sŃ inhibitorami replikacji r·Ũnych podtyp·w wirusa grypy takich 

jak A/H1N1, A/H3N2 i B [Song i in., 2005]. Z kolei apigenina i luteolina wyizolowane z 

Elsholtzia rugulosa Hemsl., tradycyjnej chiŒskiej roŜliny leczniczej, hamujŃ aktywnoŜĺ 

neuraminidazy wirusa grypy (H3N2) [Liu i in., 2008]. Ponadto, baikalina i genisteina mogŃ 

blokowaĺ  ludzki wirus cytomegalii, na r·Ũnych etapach zakaŨenia. Baikalina hamuje 

wnikanie wirusa do kom·rki gospodarza, natomiast genisteina produkcjň wczesnych biağek 

wirusa [Li i in., 2016]. Ponadto genisteina jest inhibitorem rozwoju wielu innych wirus·w 

takich jak adenowirusy, HSV-1, HSV-2, HIV, SV40 czy rotawirusy [Li i in., 2000; Yura i 

in., 1993; Lyu i in., 2005; Dangoria i in., 1996; Andreas i in., 2009]. Flawonoidy mogŃ 

znaleŦĺ zastosowanie w terapii AIDS. Jest to zwiŃzane z ich zdolnoŜciŃ do hamowania 

aktywnoŜci odwrotnej transkryptazy. Inhibitorami tego enzymu sŃ m.in. epikatechina, 

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

 

1.4.5. WğaŜciwoŜci przeciwgrzybicze flawonoid·w 

 

Flawonoidy sŃ inhibitorami kieğkowania patogennych zarodnik·w na roŜlinach oraz 

majŃ zdolnoŜĺ do zwalczania infekcji grzybiczych u ludzi. Liczne badania potwierdzajŃ ich 

dziağanie przeciwgrzybicze wobec Candida spp., Aspergillus spp., Geotrichum spp., 
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Cladosporium spp., Penicillium spp., Deuterophoma spp., Trichophyton spp., Dermatophyte 

spp. i Fusarium spp [Al Aboody i Mickymaray, 2020].  ZwiŃzki te hamujŃ rozw·j grzyb·w 

za pomocŃ r·Ũnych mechanizm·w takich jak: rozrywanie bğony kom·rkowej, 

dysfunkcjonowanie mitochondri·w grzyba, hamowanie syntezy Ŝciany kom·rkowej 

(poprzez inhibicjň syntezy ɓ-glukan·w i chityny), hamowanie podziağ·w kom·rkowych czy 

syntezy RNA i biağek [Al Aboddy i Mickymaray, 2020]. Dziağanie przeciwgrzybicze tych 

zwiŃzk·w zwiŃzane jest takŨe z tworzeniem kompleks·w z rozpuszczalnymi biağkami 

obecnymi w Ŝcianie kom·rkowej grzyba. Glabradyna, izoflawan wyizolowany z 

Glycyrrhiza glabra hamuje rozw·j Candida albicans, Candida tropicalis Candida 

neoformans i Candida glabratas poprzez deformacjň Ŝciany kom·rkowej oraz zwiňkszenie 

przepuszczalnoŜci bğony kom·rkowej [Liu i in., 2014]. Innym flawonoidem wykazujŃcym 

dziağanie przeciwgrzybicze wobec C. albicans jest epigalokatechina, kt·ra blokuje rozw·j 

strzňpek tego grzyba oraz syntezň ergosterolu [Han, 2007].  Z kolei kwercetyna i 

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

 

1.5. Flawonoidy w profilaktyce i terapii chor·b  
 

Ze wzglňdu na szeroki zakres farmakologicznego dziağania,  flawonoidy mogŃ byĺ 

stosowane w profilaktyce i leczeniu stan·w zapalnych oraz wielu chor·b, m.in.: ukğadu  

sercowo-naczyniowego czy cukrzycy. Jest to w duŨej mierze zwiŃzane  z ich aktywnoŜciŃ 

antyoksydacyjnŃ i przeciwzapalnŃ. Szczeg·lnie istotne jest ich dziağanie 

przeciwnowotworowe. Wykazano, Ũe flawonoidy dziağajŃ cytotoksycznie w stosunku do 

r·Ũnych kom·rek nowotworowych jednoczeŜnie nie wpğywajŃc na kom·rki zdrowe [Sak, 

2014]. Ponadto,  niekt·re flawonoidy takie jak katechiny majŃ wğaŜciwoŜci 

neuroprotekcyjne i mogŃ zmniejszaĺ wystňpowanie choroby Parkinsona, choroby 

Alzheimera czy demencji [Horakova, 2011]. Z kolei izoflawony ğagodzŃ objawy menopauzy 

i zapobiegajŃ osteoporozie [Olszewska, 2003].  

1.5.1. WğaŜciwoŜci przeciwnowotworowe 

Liczne badania epidemiologiczne jak i kliniczne potwierdzajŃ  wpğyw flawonoid·w w 

zapobieganiu i leczeniu chor·b nowotworowych. ZwiŃzki te hamujŃ powstawanie 

nowotwor·w jak r·wnieŨ wpğywajŃ na rozrost juŨ powstağych guz·w oraz ich przerzuty 

[MaliŒska i Kiersztan, 2004]. W ostatnich latach intensywnie badano zastosowanie 
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flawonoid·w oraz ich syntetycznych pochodnych w leczeniu raka jajnika, piersi, szyjki 

macicy, trzustki i prostaty [Batra i Sharma, 2013]. Niekt·re z nich,  takie jak kwercetyna, 

genisteina i flawopiridol weszğy w kolejnŃ fazň badaŒ klinicznych [Ravishankar i in., 2013]. 

ZwiŃzki te mogŃ hamowaĺ karcynogenezň na etapie inicjacji, promocji i progresji. Jest to 

zwiŃzane nie tylko z ich wğaŜciwoŜciami antyoksydacyjnymi, ale r·wnieŨ z innym 

mechanizmami takimi jak inaktywacja czynnik·w rakotw·rczych, zatrzymanie cyklu 

kom·rkowego, indukcja apoptozy i r·Ũnicowania, zahamowanie proliferacji, angiogenezy 

oraz metastazy, a takŨe wpğyw na opornoŜĺ wielolekowŃ [Ren i in., 2003]. Na poziomie 

molekularnym zwiŃzki te wpğywajŃ na kinazy biağkowe (kinaza biağkowa C, kinazy 

serynowo-tyrozynowe), receptory czynnika wzrostu nask·rka (EGFR), receptory 

pğytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR), receptory czynnika wzrostu Ŝr·dbğonka 

naczyniowego (VEGFR) czy kinazy zaleŨne od cyklin (CDK), kt·re odgrywajŃ istotnŃ rolň 

w rozwoju nowotwor·w [Singh i Agarwal, 2006].  

Istotnym mechanizmem zwiŃzanym z chemoprewencyjnym dziağaniem 

flawonoiod·w,  jest ich wpğyw na enzymy metabolizujŃce fazy I (np. cytochrom P450), kt·re 

odpowiadajŃ zaŜ aktywacjň wielu prokarcynogen·w do reaktywnych zwiŃzk·w poŜrednich. 

Flawonoidy majŃ zdolnoŜĺ do hamowania niekt·rych izozym·w cytochromu P450 takich 

jak CYP1A1 czy CYP1A2 [Marchand i in., 2000; Tsyrlov i in., 1994]. Ponadto, sŃ one 

odpowiedzialne za aktywacjň enzym·w fazy II biotransformacji (transferaza glutationowa, 

reduktaza chinonowa, transferaza UDP-glukuronowa), kt·re biorŃ udziağ w detoksykacji 

karcynogen·w [Ren i in., 2003].  

JednŃ z cech charakterystycznych nowotwor·w jest nieograniczona proliferacja. 

Flawonoidy hamujŃ namnaŨanie wielu linii kom·rkowych ludzkich nowotwor·w, 

jednoczeŜnie nie wykazujŃc dziağania toksycznego w stosunku do kom·rek prawidğowych. 

Jest to zwiŃzane z blokowaniem replikacji DNA poprzez hamowanie enzym·w 

zaangaŨowanych w ten proces. Przykğadem mogŃ byĺ acetyloglukopiranozydowe pochodne 

kwercetyny i kemferolu, kt·re sŃ inhibitorami polimerazy II DNA [Mizushina i in., 2003]. 

Z kolei luteolina hamuje aktywnoŜĺ topoizomerazy I [Chowdhury i in., 2002] a baikaleina, 

kwercetyna, mirycetyna, EGCG oraz ECG blokujŃ dziağanie topoizomerazy II [Austin in., 

1992]. Innym mechanizmem odpowiedzialnym za antyproliferacyjne wğaŜciwoŜci 

flawonoid·w jest ich zdolnoŜĺ do zatrzymywania cyklu kom·rkowego w jego punktach 

kontrolnych G1/S oraz G2/M. ZwiŃzki polifenolowe mogŃ w spos·b bezpoŜredni lub 

poŜredni hamowaĺ kinazy zaleŨne od cyklin (CDK), kt·re sŃ regulatorami cyklu 
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kom·rkowego, aktywacji kom·rek ukğadu odpornoŜciowego, neoangiogenezy oraz stanu 

zapalnego. BezpoŜrednim inhibitorem CDK jest flawopirydol, kt·ry blokuje miejsce 

wiŃzania ATP [De Azevedo i in., 1996]. WiňkszoŜĺ flawonoid·w dziağa jednak w spos·b 

poŜredni, poprzez stymulacjň transkrypcji biağka p21 bňdŃcego inhibitorem CDK-2 i CDK-

4. Niekt·re z nich dziağajŃ ochronnie na biağko p53 i w ten spos·b mogŃ hamowaĺ rozw·j 

niekt·rych nowotwor·w. Ponadto, dziağanie antyproliferacyjne flawonoid·w jest zwiŃzane 

z blokowaniem niekt·rych enzym·w biorŃcych udziağ w regulacji proliferacji kom·rek, 

takich jak biağkowa kinaza tyrozynowa (PTK), biağkowa kinaza C (PKC) czy kinaza 3-

fosfatydyloinozytolu (PIP3) czy dekarboksylaza ornitynowa. Wykazano, Ũe apigenina i 

sylimarina hamujŃ proces nowotworzenia u myszy poprzez inaktywacjň dekarboksylazy 

ornitynowej [Agarwal i in., 1994; Wei i in., 1990]. ZwiŃzki flawonoidowe obniŨajŃ 

aktywnoŜĺ czynnik·w transkrypcyjnych takich jak NF-əɓ i AP-1, kt·re peğniŃ waŨnŃ rolň w 

procesie nowotworzenia. Opr·cz tego te kompleksy biağkowe zaangaŨowane sŃ w proces 

angiogenezy [DňbiŒski i in., 2001].   

ZnaczŃcy wpğyw na wğaŜciwoŜci przeciwnowotworowe tych zwiŃzk·w ma ich 

zdolnoŜĺ do indukcji apoptozy, zar·wno szlaku wewnňtrznego jak i zewnňtrznego 

[Sakagami i in., 2000; Yin i in., 1999; Wenzel i in., 2000; Kuntz i in., 1999; Iwashita i in., 

2000]. Flawonoidy mogŃ kierowaĺ kom·rki rakowe na drogň zaprogramowanej Ŝmierci. 

Molekularne mechanizmy takiego dziağania nie zostağy jeszcze do koŒca wyjaŜnione [Ren i 

in., 2003]. Indukcja apoptozy przez flawonoidy jest najprawdopodobniej zwiŃzana z 

hamowaniem aktywnoŜci tropoizomeraz DNA I i II [Wang i in., 1999; Bailly, 2000, 

Sukardiman-Darwanto i in., 2000],  obniŨaniem iloŜci reaktywnych form tlenu [Lee i in., 

2002], regulacjŃ ekspresji biağek szoku cieplnego (HSP) [Rong i in., 2000], modulacjŃ 

szlak·w sygnağowych [Yin in., 1999],  uwalnianiem cytochromu c oraz aktywacjŃ kaspazy  

9 i 3, regulacjŃ ekspresji biağek Blc-2, Bcl-X, zwiňkszonŃ ekspresjŃ biağek Bax, Bak, 

jŃdrowego czynnika transkrypcyjnego kappa B (NF-əB) czy aktywacjŃ endonukleaz 

[Wenzel i in., 2000; Iwashita i in., 2000; Lee i in., 2002; Konig i in., 1997].  

Kolejnym istotnym mechanizmem jest hamowanie angiogenezy czyli powstawania 

nowych naczyŒ krwionoŜnych. Wszelkie zaburzenia tego procesu mogŃ powodowaĺ 

niekontrolowany wzrost i przerzuty [Fan i in., 1995]. Flawonoidy jako inhibitory 

angiogenezy niszczŃ podstawowŃ strukturň naczyŒ krwionoŜnych guza, jak r·wnieŨ 

zakğ·cajŃ  r·Ũne etapy tego procesu takie jak proliferacja i migracja kom·rek Ŝr·dbğonka czy 

formowanie Ŝwiatğa naczynia. W wyniku takiego dziağania substancje odŨywcze oraz tlen 
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nie sŃ dostarczane do szybko rosnŃcych kom·rek rakowych, co prowadzi do spowolnienia 

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

Innym celem dziağania flawonoid·w sŃ metaloproteinazy macierzy pozakom·rkowej 

(MMP). SŃ to proteolityczne enzymy, kt·re pozwalajŃ kom·rkom nowotworowym na 

niszczenie zewnŃtrzkom·rkowej macierzy (ECM), penetracjň bğony podstawnej kom·rek i 

przemieszczanie siň w inne rejony. Enzymy te r·wnieŨ regulujŃ adhezjň kom·rkowŃ, co 

uğatwia migracjň nowotworu. Flawonoidy mogŃ zapobiegaĺ przerzutom poprzez hamownie 

aktywnoŜci niekt·rych metaloproteinaz [Lefort i Blay, 2013; Makrilia i in., 2009]. 

Przykğadowo fisetyna blokuje ekspresjň MMP-1, MMP-9, MMP-7, MMP-3 i MMP-14 

zwiŃzanych z remodelowaniem macierzy zewnŃtrzkom·rkowej w kom·rkach Ŝr·dbğonka 

naczyniowego pňpowiny (HUVEC) i w kom·rkach wğ·kniakomiňsaka HT-1080 [Park i in., 

2013]. 

Jednym z niekorzystnych zjawisk jakie obserwuje siň podczas chemioterapii jest 

zjawisko opornoŜci wielolekowej. W przypadku wielu nowotwor·w dochodzi do 

nadekspresji glikoproteiny P oraz biağka MRP, kt·re powodujŃ usuwanie cytostatyk·w z 

kom·rek czyniŃc je opornymi na chemioterapeutyki [Badowska-Kozakiewicz, 2011]. Na 

podstawie wielu badaŒ stwierdzono, Ũe w liniach nowotworowych opornych na dziağanie 

chemioterapii, flawonoidy mogŃ powodowaĺ wzrost stňŨenia cytostatyk·w. Przykğadem 

moŨe byĺ kwercetyna zwiňkszajŃca stňŨenie doksorubicyny w kom·rkach raka piersi czy 

genisteina powodujŃca wzrost stňŨenia cisplatyny [Lamson i Brignall, 1999]. Angelini i 

wsp·ğpracownicy wykazali, Ũe podobne dziağanie majŃ apigenina oraz fistyna, kt·re 

zwiekszajŃ stňŨenie doksorubicyny w badanych kom·rkach poprzez hamowanie aktywnoŜci 

glikoproteiny P [Angelini i in., 2010].  

 

1.5.2. Wpğyw flawonoid·w na ukğad krwionoŜny 

Choroby ukğadu sercowo-naczyniowego sŃ zwiŃzane z odkğadaniem siň blaszek 

miaŨdŨycowych w Ŝcianach naczyŒ tňtniczych, co  prowadzi do zwňŨenia naczyŒ  

krwionoŜnych oraz wielu powaŨnych chor·b takich jak choroba wieŒcowa [Florkowska i 

in., 2017]. Flawonoidy wywierajŃ korzystny wpğyw na  ukğad sercowo-naczyniowy, 

obniŨajŃc ryzyko umieralnoŜci na choroby tego ukğadu. Liczne badania wykazağy odwrotnŃ 

korelacjň pomiňdzy spoŨyciem produkt·w zawierajŃcych duŨe iloŜci tych zwiŃzk·w a 
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wystňpowaniem chor·b takich jak choroba wieŒcowa czy udar m·zgu. Ochronne dziağanie 

flawonoid·w zwiŃzane jest z ich aktywnoŜciŃ antyoksydacyjnŃ i przeciwzapalnŃ. ZwiŃzki 

polifenolowe dziağajŃc jako przeciwutleniacze hamujŃ peroksydacjň lipid·w bğonowych 

oraz  chroniŃ  lipoproteiny o mağej gňstoŜci (LDL) przed utlenieniem. Ponadto pozytywnie 

wpğywajŃ na gospodarkň lipidowŃ organizmu, zwiňkszajŃc poziom lipoprotein o wysokiej 

gňstoŜci (HDL) jednoczeŜnie zmniejszajŃc poziom lipoprotein o niskiej gňstoŜci (LDL), 

triacylogliceroli i cholesterolu cağkowitego we krwi. Flawonoidy poprawiajŃ krŃŨenie i 

regulujŃ przepuszczalnoŜĺ naczyŒ dlatego sŃ stosowane w leczeniu chor·b zakrzepowo-

zatorowych [Makowska-WŃs i Janeczko, 2004]. ZwiŃzki te wzmacniajŃ, uelastyczniajŃ i 

uszczelniajŃ Ŝciany naczyŒ krwionoŜnych poprzez hamowanie  aktywnoŜci hialuronidazy.  

Procyjanidyny wzmacniajŃ Ŝciany naczyŒ krwionoŜnych jak r·wnieŨ czynnie zapobiegajŃ 

zakrzepom i rozrostowi blaszki miaŨdŨycowej w tňtnicach. Ponadto, hamujŃ agregacje 

pğytek krwi, co zmniejsza krzepliwoŜĺ krwi i zapobiega zakrzepicy Ũylnej, zawağom i 

udarom [Karğowicz-Bodalska i in, 2006].    

Flawonoidy rozszerzajŃ naczynia krwionoŜne, zmniejszajŃc jednoczeŜnie ciŜnienie 

krwi. Przykğadem jest  kwercetyna, kt·ra  chroni kom·rki Ŝr·dbğonka naczyŒ i miňŜni 

gğadkich oraz  obniŨa ciŜnienie krwi [Marunaka i in., 2017]. Dobrze poznane jest  teŨ 

dziağanie rutyny na ukğad sercowo-naczyniowy. ZwiŃzek ten ma wğaŜciwoŜci 

antyoksydacyjne, przeciwpğytkowe, przeciwzakrzepowe, wazoprotekcyjne i 

kardioprotekcyjne. Jest stosowana per se lub w postaci preparatu zğoŨonego w leczeniu 

przewlekğej niewydolnoŜci Ũylnej, wybroczynach krwawych, Ũylakach podudzia i obrzňkach 

koŒczyn dolnych, a takŨe hemoroid·w [Samaszko-Fiertek i in., 2016; Ostrowska-

Skrzydlewska, 2005; Guimaraes i in., 2015; Ekiert i in., 2014]. Hesperydyna, inny flawonoid 

wystňpujŃcy w sk·rce owoc·w cytrusowych zmniejsza przepuszczalnoŜĺ naczyŒ 

krwionoŜnych, zwiňksza napiňcie Ŝcian Ũyğ oraz ogranicza agregacjň trombocyt·w [Fardid i 

in., 2016; Tarko i in., 2016].  Z kolei naryngenina, kt·rej gğ·wnym Ŧr·dğem sŃ pomaraŒcze 

i grejpfruty, zmniejsza niedokrwienie miňŜnia sercowego oraz chroni przed 

kardiotoksycznoŜciŃ wywoğanŃ leczeniem doksorubicynŃ [Zhang i in., 2015].  
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1.5.3. WğaŜciwoŜci przeciwcukrzycowe 

Cukrzyca jest chorobŃ zwiŃzanŃ z upoŜledzeniem syntezy i wydzielania insuliny lub/i 

niewraŨliwoŜciŃ kom·rek docelowych na ten hormon. W rezultacie prowadzi  do wysokiego 

poziomu glukozy we krwi. Na podstawie badaŒ doŜwiadczalnych wykazano, Ũe niekt·re 

flawonoidy mogŃ dziağaĺ przeciwcukrzycowo. Jest to zwiŃzane z kilkoma mechanizmami 

m.in. ze stymulacjŃ  syntezy i wydzielania insuliny, hamowaniem syntezy glukozy w 

hepatocytach czy  spowalnianiem wchğaniania glukozy w jelicie [MaliŒska i Kiersztan, 

2004]. Szczeg·lnie silnie dziağanie przeciwcukrzycowe wykazujŃ flawonoidy znajdujŃce siň 

w zielonej herbacie takie jak epikatechina czy galusan epigalokatechiny. Zar·wno w 

badaniach in vitro jak i in vivo odnotowano, Ũe epikatechina stymuluje syntezň insuliny w 

kom·rkach ɓ trzustki. Inny mechanizm dziağania zaobserwowano w przypadku  

epigalokatechiny. W badaniach na szczurzych  kom·rkach wŃtrobowych zwiŃzek obniŨağ 

syntezň glukozy, jednoczeŜnie powodujŃc obniŨenie  aktywnoŜci kluczowych enzym·w 

glukoneogenezy. Niekt·re flawonoidy, takie jak luteolina, 7-O-glukozyd luteoliny oraz 

daidzeina hamujŃ aktywnoŜĺ enzym·w uczestniczŃcych w hydrolizie wňglowodan·w w 

przewodzie pokarmowym takich jak Ŭ-amylazy oraz Ŭ-glukozydazy, przez co spowalniajŃ 

wchğanianie glukozy [Kim i in., 2000]. Ader i wsp·ğpracownicy ujawnili, Ũe glikozydy 

kwercetyny osğabiajŃ dziağanie wystňpujŃcego w enterocytach transportera glukozy SGLT-

1, co zapobiega wzrostowi stňŨenia glukozy we krwi po posiğku [Ader i in., 2001]. Opr·cz 

opisanych mechanizm·w flawonoidy zapobiegajŃ powikğaniom spowodowanym rozwojem 

choroby. Na przykğad kwercetyna poprzez hamowanie aktywnoŜci reduktazy aldolowej 

spowalnia utratň wzroku u os·b chorych na cukrzycň [MaliŒska i Kiersztan, 2004].  

 

1.6. Bğona biologiczna 
 

Jednym z element·w strukturalnych i funkcjonalnych kaŨdej kom·rki jest bğona 

kom·rkowa. Jej podstawowŃ funkcjŃ jest zapewnienie integralnoŜci poprzez oddzielenie 

kom·rki od Ŝrodowiska zewnňtrznego. Dodatkowo w kom·rkach eukariotycznych 

odpowiada za ich kompartmentacjň co umoŨliwia zachodzenie jednoczeŜnie r·Ũnych, czňsto 

przeciwstawnych proces·w. Opr·cz tego membrana speğnia wiele waŨnych funkcji, m.in. 

uczestniczy w biernym i czynnym transporcie jon·w i innych substancji oraz bierze udziağ 

w pobieraniu czŃsteczek do wnňtrza kom·rki i usuwaniu zbňdnych produkt·w na zewnŃtrz. 
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Ponadto bğona kom·rkowa reaguje na sygnağy pochodzŃce z zewnŃtrz oraz przenosi sygnağy 

do innych obszar·w kom·rki lub przekazujŃ je do innych kom·rek.  Bierze r·wnieŨ udziağ 

w oddziağywaniu kom·rki z podğoŨem lub innymi kom·rkami [Kawiak, 1995].  

Bğony kom·rkowe mimo zr·Ũnicowania strukturalnego i funkcjonalnego majŃ kilka 

cech wsp·lnych. Po pierwsze sŃ to struktury warstwowe. Ich gruboŜĺ waha siň w granicach 

6-10 nm. Gğ·wnymi skğadnikami bğon sŃ przede wszystkim lipidy oraz biağka, jak r·wnieŨ 

w mniejszym stopniu wňglowodany, kt·rych  zawartoŜĺ nie przekracza zazwyczaj 10%. 

ZwiŃzki te sŃ gğ·wnie zwiŃzane kowalencyjnie z lipidami (glikolipidy) lub biağkami 

(glikoproteiny). Zar·wno glikolipidy, jak i glikoproteiny odgrywajŃ waŨnŃ rolň w 

rozpoznawaniu kom·rek. Zlokalizowane sŃ na zewnňtrznej monowarstwie lipidowej, od 

strony Ŝrodowiska zewnňtrznego [Stryer, 2003].   

CzŃsteczki lipid·w tworzŃ w Ŝrodowisku wodnym dwuwarstwň lipidowŃ, kt·ra 

stanowi gğ·wnŃ strukturň bğony oraz tworzy barierň przepuszczalnoŜci. Za pozostağe funkcjň 

bğony odpowiadajŃ biağka bğonowe, nadajŃc jej okreŜlone wğaŜciwoŜci. Biağka bğonowe sŃ 

wbudowane w dwuwarstwň lipidowŃ (biağka integralne) bŃdŦ zakotwiczone na jej 

powierzchni (biağka powierzchniowe) (Ryc.4). MogŃ  one peğniĺ funkcjň kanağ·w, pomp, 

receptor·w czy enzym·w [Stryer, 2003].  

 

Ryc. 4. Schematyczna budowa bğony biologicznej [Monteiro, 2014]. 
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1.6.1. Charakterystyka lipid·w bğonowych 

Lipidy sŃ zwiŃzkami organicznymi o zr·Ũnicowanej budowie i skğadzie, 

charakteryzujŃcymi siň sğabŃ rozpuszczalnoŜciŃ w wodzie i dobrŃ rozpuszczalnoŜciŃ w 

substancjach organicznych takich jak chloroform czy etanol. Jest to zwiŃzane z obecnoŜciŃ 

w ich strukturze kwas·w tğuszczowych zbudowanych z dğugich, nierozgağňzionych 

ğaŒcuch·w wňglowodorowych, o parzystej liczbie atom·w wňgla (od 14 do 24). ĞaŒcuchy 

alkilowe mogŃ byĺ nasycone lub nienasycone i zawieraĺ jedno lub kilka wiŃzaŒ podw·jnych 

[Stryer, 2003].  

Lipidy stanowiŃ gğ·wny skğadnik bğony kom·rkowej. Ich zawartoŜĺ moŨe r·Ũniĺ siň 

w zaleŨnoŜci od rodzaju bğony, od 20 % (membrany mitochondri·w) do 80 % (osğonka 

mielinowa neuron·w). Ze wzglňdu na amfipatyczny charakter czŃsteczki te w obrňbie 

dwuwarstwy lipidowej ukğadajŃ siň w taki spos·b, Ũe czňŜci hydrofobowe  (ğaŒcuchy 

wňglowodorowe) skierowane sŃ do Ŝrodka, natomiast czňŜci hydrofilowe (gğowy polarne) 

na zewnŃtrz membrany. Skğad lipidowy bğon odpowiada za ich wğaŜciwoŜci 

fizykochemiczne takie jak pğynnoŜĺ, przepuszczalnoŜĺ, przemiany fazowe czy potencjağ 

powierzchniowy i transbğonowy. Wpğywa r·wnieŨ na aktywnoŜĺ biağek bğonowych. Lipidy 

znajdujŃce siň w bğonach ssak·w naleŨŃ do trzech gğ·wnych klas: fosfolipid·w, glikolipid·w 

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

Gğ·wny skğadnik membran stanowiŃ fosfolipidy. SkğadajŃ siň z rdzenia, 

przyğŃczonych do niego kwas·w tğuszczowych, grupy fosforanowej oraz zwiŃzanego z niŃ 

alkoholu. Kwasy tğuszczowe stanowiŃ hydrofobowŃ czňŜĺ czŃsteczki, natomiast pozostağe 

elementy odpowiadajŃ za jej hydrofilowy charakter i oddziağywanie z Ŝrodowiskiem 

zewnňtrznym. W zaleŨnoŜci od rodzaju alkoholu stanowiŃcego rdzeŒ fosfolipidu dzieli siň  

je na dwie gğ·wne klasy: glicerofosfolipidy  i sfingolipidy. Przykğadami glicerofosfolipid·w 

sŃ  fosfatydylocholina (PC), fosfatydyloetanolamina (PE), fosfatydyloseryna (PS), 

fosfatydyloinozytol (PI) oraz fosfatydyloglicerol (PG). Sfingolipidy sŃ czŃsteczkami, w 

kt·rych rdzeŒ stanowi dğugoğaŒcuchowy, nienasycony aminoalkohol - sfingozyna. 

Najpowszechniejszym sfingolipidem jest sfingomielina obecna w osğonkach mielinowych 

wğ·kien nerwowych. Fosfolipidy peğniŃ przede wszystkim funkcje strukturalne. UczestniczŃ 

w tworzeniu bariery dla biernego przemieszczania siň jon·w oraz zapewniajŃ specjalne 

Ŝrodowisko dla funkcjonowania biağek bğonowych [Karp, 2019; Khan i in., 2013; Stryer, 

2003; Watson, 2015]. 
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InnŃ grupŃ lipid·w bğonowych sŃ glikolipidy. SŃ to molekuğy zawierajŃce w swojej 

strukturze resztň cukrowŃ. Glikolipidy sŃ asymetrycznie rozmieszczone w bğonie i lokalizujŃ 

siň tylko i wyğŃcznie po zewnŃtrzkom·rkowej stronie bğony kom·rkowej [Karp, 2019;  

Stryer, 2003]. 

TrzeciŃ grupň zwiŃzk·w budujŃcych bğonň stanowiŃ sterole. ZwiŃzki te majŃ budowň 

pierŜcieniowŃ i wystňpujŃ w bğonach kom·rek zwierzŃt, roŜlin i mikroorganizm·w. 

Gğ·wnym sterolem obecnym w bğonach kom·rek zwierzňcych jest cholesterol, z kolei  u 

roŜlin wystňpujŃ stigmasterol i ɓ-sitosterol. Cholesterol skğada siň z  czterech pierŜcieni, do 

kt·rych z jednej strony przyğŃczona jest grupa hydroksylowa, natomiast z drugiej 

dğugoğaŒcuchowy kwas tğuszczowy (Ryc.5). ZwiŃzek ten wpğywa na organizacjň i pğynnoŜĺ 

bğon biologicznych, a takŨe wsp·lnie z fosfolipidami odpowiada za ich wğaŜciwoŜci 

fizykochemiczne. DuŨa zawartoŜĺ cholesterolu zmniejsza pğynnoŜĺ bğony, co powoduje 

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

 

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

 

1.6.2. Biağka bğonowe 

Mimo, Ũe podstawowŃ strukturň bğon tworzy dwuwarstwa lipidowa, to jednak biağka 

odpowiadajŃ za jej specyficzne funkcje. WiňkszoŜĺ tych biağek to przede wszystkim 

receptory, kt·re poŜredniczŃ w komunikacji kom·rki ze Ŝrodowiskiem zewnňtrznym, biağka 

enzymatyczne - przenoszŃce sygnağy wewnŃtrzkom·rkowe, biağka tworzŃce kanağy i pompy 

- biorŃce udziağ w transporcie r·Ũnych substancji  oraz biağka wiŃŨŃce filamenty aktynowe.  

Bez biağek bğonowych dwuwarstwa lipidowa stanowiğaby nieprzenikalnŃ barierň i kom·rki 

nie byğyby w stanie komunikowaĺ siň miňdzy sobŃ, transportowaĺ skğadniki odŨywczych 

oraz produkt·w  przemiany materii jak r·wnieŨ reagowaĺ na bodŦce zewnňtrzne.  
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 W zaleŨnoŜci od rodzaju kom·rek oraz poszczeg·lnych organelli bğona kom·rkowa 

moŨe zawieraĺ setki r·Ũnych biağek. ZawartoŜĺ biağek w bğonie waha siň od 20% dla bğon 

mielinowych do 80% w przypadku wewnňtrznej bğony mitochondrialnej. WŜr·d biağek 

bğonowych moŨemy wyr·Ũniĺ biağka powierzchniowe, integralne i biağka zakotwiczone 

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

1.6.2.1. Biağka powierzchniowe 

 

SŃ to rozpuszczalne w wodzie globularne biağka, kt·re sŃ przyğŃczone do powierzchni 

bğony za pomocŃ wiŃzaŒ elektrostatycznych lub wodorowych. Nie wnikajŃ w 

hydrofobowych rdzeŒ dwuwarstwy lipidowej ale  mogŃ wykazywaĺ sğabe oddziağywania 

hydrofobowe. Dzieli siň je na dwa typy: biağka, kt·re sŃ przyğŃczone na powierzchni biağek 

integralnych oraz biağka przyğŃczone do gğ·w polarnych fosfolipid·w dwuwarstwy 

lipidowej. MogŃ byĺ ğatwo usuwane z powierzchni bğony przez zmienne pH lub siğy jonowej 

[Hianik, 2006]. Przykğadami biağek powierzchniowych sŃ cytochrom c (wiŃŨe siň z biağkami 

integralnymi) oraz zasadowe biağko mieliny  (wiŃŨe siň z fosfolipidami) [Karp, 2019; 

Stillwell, 2013]. 

1.6.2.2. Biağka integralne 

 

Biağka integralne stanowiŃ 20-30 % wszystkich biağek kom·rki. SŃ ŜciŜle i trwale 

zwiŃzane z bğonŃ. Aby je wyizolowaĺ  z membrany konieczne jest zniszczenie dwuwartswy 

lipidowej poprzez uŨycie rozpuszczalnik·w organicznych lub detergent·w (np. Triton X-

100). ZğoŨone sŃ z czňŜci hydrofilowej, kt·ra kontaktuje siň ze Ŝrodowiskiem wodnym i 

czňŜci hydrofobowej zanurzonej w dwuwarstwie lipidowej. Transbğonowy fragment tych 

biağek moŨe mieĺ konformacjň Ŭ-helisy lub ɓ-beczuğki. Biağka transbğonowe mogŃ przecinaĺ 

dwuwarstwň lipidowŃ raz i wtedy m·wimy o biağkach monotopowych, lub kilka razy (biağka 

politopowe). Do biağek monotopowych zaliczamy miňdzy innymi aminopeptydazň i 

izomaltazň. Przykğadami biağek politopowych sŃ rodopsyna i bakteriorodopsyna [Hianik, 

2006; Karp, 2019; Stillwell, 2013].  

1.6.2.3. Biağka zakotwiczone przez lipidy  

 

SŃ to biağka utrzymujŃce siň na powierzchni bğony za pomocŃ lipidowych element·w 

zakotwiczonych w bğonie kom·rkowej. Elementy kotwiczŃce zostajŃ przyğŃczone do biağek 

w wyniku potranslacyjnej modyfikacji. Modyfikacje te obejmujŃ miňdzy innymi 
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kowalencyjne przyğŃczanie dğugoğaŒcuchowych grup acylowych, szczeg·lnie mirystylanu, 

palmitynianu, przyğŃczanie cholesterolu lub C-koŒcowe zakotwiczenie biağek przez 

glikozylofosfatydyloinozytol (GPI). Takie modyfikacje zmieniajŃ hydrofobowy charakter  

biağek, wpğywajŃ na ich strukturň oraz uğatwiajŃ ich interakcjň z bğonŃ kom·rkowŃ, a zatem 

mogŃ odgrywaĺ istotnŃ rolň w procesach sygnalizacji kom·rkowej, r·Ũnicowania i wzrostu,  

oraz wpğywaĺ na funkcjonowanie kom·rek (Karp, 2019; Stillwell, 2013).  

 

 

Ryc. 6. Rodzaje biağek bğonowych [Karp, 2019]. 

 

 1.6.3. Asymetria bğon kom·rkowych 

          Bğony kom·rkowe sŃ strukturami asymetrycznymi, zar·wno pod wzglňdem 

strukturalnym jak i funkcjonalnym. Obserwuje siň zr·Ũnicowanie skğadu lipidowego, 

biağkowego oraz wňglowodanowego w poszczeg·lnych monowarstwach bğony [Berg i in., 

2011]. StopieŒ asymetrii zaleŨny jest od rodzaju bğony i typu kom·rki. Jedynie bğony 

retikulum endoplazmatycznego charakteryzujŃ siň symetrycznym rozmieszczeniem 

fosfolipid·w podczas gdy w pozostağych bğonach (aparat Golgiego, bğony plazmatyczne i 

endosomalne) zwiŃzki te sŃ rozğoŨone niesymetrycznie [van Meer i in., 2008]. WyraŦnŃ 

asymetriň obserwuje siň w bğonach erytrocyt·w [Devaoux i Zachowski, 1993]. Fosfolipidy 

zawierajŃce w swojej strukturze cholinň czyli fosfatydylocholina oraz sfingomielina 

wystňpujŃ gğ·wnie w zewnňtrznej monowarstwie lipidowej bğony. Z kolei te zawierajŃce 

grupň aminowŃ, do kt·rych naleŨŃ fosfatydyloseryna oraz fosfatydyloetanoloamina znajdujŃ 

siň po stronie cytozolowej dwuwarstwy. W konsekwencji wpğywa to na bardziej ujemny 

ğadunek wewnňtrznej warstwy bğony [Wood i in., 2011]. Mniejsze fosfolipidy takie jak 
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fosfatydyloinozytol przewaŨajŃ w warstwie wewnňtrznej a glikolipidy zawierajŃce reszty 

cukrowe zlokalizowane sŃ po zewnňtrznej stronie bğony [Devaux i Zachowski, 1993]. JeŜli 

chodzi o rozmieszczenie cholesterolu wyniki sŃ sprzeczne. Dane otrzymane przez Fischera 

w 1976 wskazywağy na wyŨszy poziom tego sterolu w warstwie zewnňtrznej [Fisher, 1976]. 

Natomiast wiňkszoŜĺ autor·w uwaŨa, Ũe zwiŃzek ten wystňpuje r·wnomiernie w obydwu 

warstwach bğony [Muller i Herman, 2002]. Z kolei ostatnie badania na kom·rkach 

nabğonkowych pochodzŃcych z jajnika chomika chiŒskiego (CHO) z zastosowaniem metod 

fluorescencyjnych sugerujŃ wiňkszŃ zawartoŜĺ cholesterolu (60-70 %) w warstwie 

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

 

 1.6.4. Agregacja zwiŃzk·w amfifilowych 

Lipidy ze wzglňdu na swoje wğaŜciwoŜci amfifilowe majŃ zdolnoŜĺ do spontanicznej 

agregacji na granicy faz. W Ŝrodowisku wodnym czŃsteczki fosfolipid·w tworzŃ 

uporzŃdkowane struktury (Ryc. 7), co pozwala zminimalizowaĺ niekorzystne interakcje 

hydrofobowe pomiňdzy czŃsteczkami wody a niepolarnymi ğaŒcuchami wňglowodorowymi 

kwas·w tğuszczowych. Za ten proces odpowiedzialne sŃ oddziağywania hydrofobowe. 

Dodatkowo  stabilizacja powstağych struktur wynika z oddziağywaŒ van der Waalsa miňdzy 

ğaŒcuchami wňglowodorowymi oraz oddziağywaŒ przez wiŃzania wodorowe i 

elektrostatyczne w regionie polarnym czŃsteczki lipidu [Solomon i in., 2008; Stryer, 2003]. 

Rodzaj powstajŃcych struktur zaleŨy przede wszystkim od ksztağtu molekularnego lipidu, tj. 

objňtoŜci i dğugoŜci ğaŒcucha acylowego oraz powierzchni czňŜci polarnej, jak r·wnieŨ od 

rodzaju lipidu, temperatury czy pH Ŝrodowiska. CzŃsteczki kt·rych czňŜci polarne zajmujŃ 

wiňkszy obszar niŨ ğaŒcuchy kwas·w tğuszczowych (pojedynczy ğaŒcuch), (S<1) majŃ 

ksztağt odwr·conego stoŨka i w Ŝrodowisku wodnym formujŃ micele. Do takich zwiŃzk·w 

naleŨŃ lizofosfolipidy oraz detergenty. Z kolei lipidy o ksztağcie stoŨka (np. 

fosfatydyloetanoloamina), w kt·rych region niepolarny zajmuje wiňkszŃ objňtoŜĺ niŨ region 

polarny (S>1) tworzŃ odwr·cone micelle. Natomiast forma dwuwarstwy lipidowej jest 

charakterystyczna dla czŃsteczek, w kt·rych czňŜĺ hydrofobowa i hydrofilowa  zajmujŃ 

podobne obszary (S~1). Przykğadami czŃsteczek tworzŃcych formy dwuwarstwy lipidowej 

sŃ fosfatydylocholina i sfingomielina [Tresset, 2009; Vance i Vance, 2008]. 
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Ryc. 7. ZaleŨnoŜĺ struktury agregat·w lipidowych od ksztağtu  czŃsteczki lipidu [LitwiŒczuk- 

Mammadova i in., 2016]. 

 

1.6.5. Przemiany fazowe dwuwarstwy lipidowej 

Lipidy obecne w dwuwarstwie lipidowej ulňgajŃ przemianom fazowym wraz ze 

zmianami temperatury. Syntetyczna dwuwarstwa lipidowa, utworzona z jednego rodzaju 

fosfolipidu przechodzi ze stanu krystalicznego (Ũelu) do stanu ciekğokrystalicznego, w ŜciŜle 

okreŜlonej temperaturze nazywanej temperaturŃ gğ·wnego przejŜcia fazowego (Tm). Tň 

zmianň stanu okreŜlamy jako przejŜcie fazowe. Jest to proces kooperatywny i ma znaczŃcy 

wpğyw na wğaŜciwoŜci dwuwarstwy lipidowej. Temperatura przejŜcia fazowego jest 

charakterystyczna dla poszczeg·lnych rodzaj·w lipid·w i zaleŨy od cech ich budowy. 

WydğuŨenie ğaŒcuch·w wňglowodorowych powoduje podwyŨszenie temperatury przejŜcia 

fazowego. Innymi czynnikami determinujŃcymi Tm sŃ stopieŒ nasycenia ğaŒcuch·w 

kwas·w tğuszczowych, stopieŒ hydratacji dwuwarstwy, kwasowoŜĺ, obecnoŜĺ jon·w, 

cukr·w czy cholesterolu [LitwiŒczuk-Mammadova i in., 2016]. Uwodniona dwuwarstwa 

lipidowa uformowana z DPPC przy zmianie temperatury z 18 do 42 ̓̀ C, przechodzi przez 

trzy przejŜcia fazowe (Ryc. 8). Podczas jej ogrzewania wzrasta ruch czŃsteczek oraz 

uwodnienia. Jest to zwiŃzane miňdzy innymi z osğabieniem wiŃzaŒ van der Waalsa i wiŃzaŒ 

elektrostatycznych [Chapman, 1975]. W niŨszych temperaturach bğona uformowana z DPPC 

znajduje siň w fazie krystalicznej oznaczanej symbolem Lc (ang. lamellar crystaline phase) 

[Tardieu i in., 1973]. CechŃ charakterystycznŃ tej fazy jest uporzŃdkowanie oraz wydğuŨone 

i usztywnione ğaŒcuchy wňglowodorowe. Gğowy polarne lipid·w sŃ ciasno uğoŨone co 

ogranicza ich ruch i uniemoŨliwia wnikanie czŃsteczek wody w gğŃb dwuwarstwy [Lewis i 

McElhaney, 2005]. Gdy temperatura wzrasta dochodzi do przemiany z fazy krystalicznej do 
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fazy Ũelowej (ang. lamellar gel phase, Lɓ) w wyniku spadku uporzŃdkowania czŃsteczek 

lipidowych [Koynova, 1998]. Kolejny wzrost temperatury powoduje wzrost hydratacji oraz 

swobodnŃ rotacjň w obrňbie ğaŒcuch·w kwas·w tğuszczowych. Taka fazň okreŜla siň jako 

pofağdowanŃ fazň ŨelowŃ (ang. rippled gel phase, Pɓ), a przemianň z  Lɓ do Pɓ, 

przedprzejŜciem [Koynova, 1998; Lewis i McElhaney, 2005]. Kiedy temperatura wzroŜnie 

do 41 ̓̀ C dwuwarstwa lipidowa przechodzi do fazy ciekğokrystalicznej (ang. liquid-

crystalline phase, LŬ) [Koynova, 1998]. Faza ta charakteryzuje siň najwyŨszym stopniem 

uporzŃdkowania, swobodŃ ruchu, rozluŦnieniem warstw oraz duŨŃ pğynnoŜciŃ [Lewis i 

McElhaney, 2005]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.6.6. Dynamiczne wğaŜciwoŜci bğon biologicznych 

W warunkach fizjologicznych bğony kom·rkowe wystňpujŃ w fazie 

ciekğokrystalicznej, co oznacza duŨŃ swobodň ruchu czŃsteczek. Dynamika membran 

biologicznych wynika z braku wiŃzaŒ kowalencyjnych, w zwiŃzku z czym czŃsteczki 

lipid·w oraz biağka bğonowe sŃ w ciŃgğym ruchu. Zar·wno lipidy jak i biağka mogŃ 

wykonywaĺ 3 rodzaje ruch·w, a sŃ to dyfuzja rotacyjna, dyfuzja lateralna oraz dyfuzja 

poprzeczna (ruch flip-flop). Ruch obrotowy zachodzi wok·ğ osi prostopadğej do pğaszczyzny 

bğony. W warunkach fizjologicznych zar·wno lipidy jak i biağka obracajŃ siň wok·ğ wğasnej 

osi z czňstotliwoŜciŃ 108-109 s-1 (lipidy) i 103-105 s-1 (biağka). Wszystkie biağka, nawet te 

zakotwiczone wykazujŃ zdolnoŜĺ do ruch·w rotacyjnych a wpğyw na ich rotacjň powoduje 

utratň funkcjonalnoŜci. Dyfuzja lateralna polega na przemieszczaniu siň czŃsteczek lipid·w 

Ryc. 8. PrzejŜcia fazowe dwuwarstwy lipidowej [Startek i in., 2019]. 
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i biağek w pğaszczyŦnie bğony. Wsp·ğczynniki dyfuzji dla lipid·w i biağek wynoszŃ 

odpowiednio 108-109 cm2 s-1 i 109-1011 cm2 s-1. Z kolei ruchy flip-flop polegajŃ na 

przechodzeniu czŃsteczki pomiňdzy warstwŃ wewnňtrznŃ a zewnňtrznŃ bğony (lub na 

odwr·t). Dawniej uwaŨano, Ũe zjawisko to jest niemoŨliwe ze wzglňdu na barierň 

energetycznŃ, jakŃ lipidy musiağyby pokonaĺ. Obecnie wiadomo, Ũe takie ruchy mogŃ mieĺ 

miejsce. Jest to zwiŃzane z obecnoŜciŃ flipaz ï biağek transportujŃcych lipidy [Go¶i, 2014]. 

  

1.6.7. PğynnoŜĺ bğon biologicznych  

CechŃ charakterystycznŃ bğon biologicznych jest ich pğynnoŜĺ, kt·ra  okreŜlana jest 

przez zdolnoŜĺ czŃsteczek tworzŃcych membrany do wykonywania r·Ũnego rodzaju 

ruch·w, m.in. oscylacyjnych, rotacyjnych i translacyjnych [Przestalski, 1989]. ZaleŨy ona 

zar·wno od czynnik·w zewnňtrznych takich jak temperatura, ciŜnienie, pH, jak i 

wewnňtrznych. Do czynnik·w wewnňtrznych moŨna zaliczyĺ m.in. skğad lipidowy bğony, 

dynamikň lipid·w oraz wğaŜciwoŜci ğaŒcuch·w acylowych kwas·w tğuszczowych [Kubica i 

in., 2003].   

Wzrost temperatury powoduje zwiňkszenie ruchliwoŜci lipid·w i rozluŦnienie 

struktury bğony co prowadzi do jej upğynnienia. Z kolei  jej obniŨenie wiŃŨe siň z 

ograniczeniem ruch·w poszczeg·lnych skğadnik·w membran i ich usztywnieniem. R·wnie 

istotnym parametrem jest ciŜnienie. Gdy ciŜnienie wzrasta zmniejsza siň przestrzeŒ, kt·rŃ 

zajmujŃ czŃsteczki lipid·w, co skutkuje wiňkszym uporzŃdkowaniem ğaŒcuch·w 

wňglowodorowych i zmniejszeniem pğynnoŜci [Zalba i Hagen, 2017]. Kolejnym czynnikiem 

wpğywajŃcym na pğynnoŜĺ bğony jest pH. Zmiany tego parametru mogŃ zmieniaĺ ğadunek 

gğ·w polarnych fosfolipid·w, co wpğywa na ich wzajemne oddziağywania. W zaleŨnoŜci od 

skğadu membran, wzrost pH moŨe powodowaĺ zwiňkszenie lub zmniejszenie ich pğynnoŜci. 

Innym czynnikiem decydujŃcym o stopniu uporzŃdkowania bğony sŃ jony Ca2+. Jony te 

oddziağujŃc z ujemnie nağadowanymi gğowami fosfolipid·w znoszŃ ich wzajemne 

odpychanie. Prowadzi to do ŜciŜlejszego upakowania skğadnik·w bğony  i jej usztywnienia 

[de la Serna i in., 2016; Kubica i in., 2003, LeŜniak i Porembska, 1993].   

Czynnikiem wewnňtrznym modulujŃcym pğynnoŜĺ bğony sŃ wğaŜciwoŜci ğaŒcuch·w 

kwas·w tğuszczowych. Istotny wpğyw ma stopieŒ ich nasycenia. ObecnoŜĺ nasyconych 

kwas·w tğuszczowych sprzyja upakowaniu czŃsteczek lipid·w i zmniejsza jej pğynnoŜĺ. Jest 
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to zwiŃzane z tym, Ũe takie ğaŒcuchy sŃ wyprostowane, co umoŨliwia oddziağywania miňdzy 

sobŃ za pomocŃ wiŃzaŒ van der Waalsa. Z kolei wystňpowanie jednego lub kilku wiŃzaŒ 

podw·jnych w konfiguracji cis powoduje zgiňcie ğaŒcuch·w wňglowodorowych (Ryc. 9), 

co prowadzi do zmniejszenia stopnia upakowania czŃsteczek fosfolipid·w w bğonie, a zatem 

do zwiňkszenia pğynnoŜci. PğynnoŜĺ bğon zaleŨy r·wnieŨ od dğugoŜci kwas·w tğuszczowych. 

Dğugie ğaŒcuchy wňglowodorowe oddziağujŃ ze sobŃ silniej niŨ kr·tkie, co zmniejsza zakres 

ruch·w segmentalnych i wpğywa na usztywnienie bğony [Stryer, 2003].  

 

Ryc. 9. Wpğyw wiŃzaŒ podw·jnych na uğoŨenie ğaŒcuch·w kwas·w tğuszczowych [Monteiro, 2014]. 

 

W kom·rkach zwierzňcych istotnym czynnikiem jest zawartoŜĺ cholesterolu. Gdy 

bğona znajduje siň w fazie ciekğokrystalicznej sztywna, pierŜcieniowata struktura czŃsteczki 

tego zwiŃzku ogranicza ruchy fosfolipid·w, co zmniejsza pğynnoŜĺ bğon i stabilizuje ich 

strukturň. Z kolei obecnoŜĺ cholesterolu w dwuwarstwie lipidowej w fazie Ũelowej 

wywoğuje odwrotny efekt: powoduje upğynnienie bğony. Innym lipidem modulujŃcym 

pğynnoŜĺ membran jest sfingomielina. CzŃsteczka tego zwiŃzku zawiera grupy aminowŃ i 

hydroksylowŃ, kt·re umoŨliwiajŃ tworzenie wiŃzaŒ wodorowych,  prowadzŃc do 

wzajemnych oddziağywaŒ sŃsiednich czŃsteczek i ich Ŝcisğego upakowania [Zalba i Hagen, 

2017].  

PğynnoŜĺ jest waŨnŃ cechŃ bğon kom·rkowych wpğywajŃcŃ na wiele proces·w 

bğonowych takich jak transport czy przekazywanie sygnağ·w. Ponadto, warunkuje takie 

wğaŜciwoŜci kom·rki jak odksztağcalnoŜĺ, stabilnoŜĺ mechanicznŃ i osmotycznŃ oraz 

funkcjonowanie receptor·w bğonowych. Nawet niewielkie zmiany w pğynnoŜci bğon mogŃ 

wpğywaĺ na funkcjonowanie kom·rek [Gennis, 1989].  
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1.6.8. R·Ũnice w budowie bğon kom·rek prawidğowych i nowotworowych 

Kom·rki nowotworowe r·ŨniŃ siň od kom·rek normalnych wğaŜciwoŜciami 

chemicznymi, strukturalnymi, metabolicznymi i biofizycznymi. Gğ·wnymi cechami  tych 

kom·rek sŃ zdolnoŜĺ do indukowania angiogenezy, nieŜmiertelnoŜĺ, niekontrolowane 

namnaŨanie czy zdolnoŜĺ do inwazji i przerzut·w. Wszystkie te procesy sŃ zwiŃzane z 

r·Ũnicami w skğadzie lipid·w w por·wnaniu do kom·rek prawidğowych. Niekontrolowana 

proliferacja tych kom·rek wymaga dostarczenia niezbňdnych biomolekuğ, w tym kwas·w 

tğuszczowych oraz lipid·w bğonowych. W konsekwencji, w kom·rkach zmienionych 

nowotworowo dochodzi do konstytutywnej aktywacji biosyntezy kwas·w tğuszczowych, 

kt·re sŃ potrzebne do tworzenia nowych bğon [Alves i in., 2016]. W por·wnaniu do kom·rek 

prawidğowych, kom·rki nowotworowe r·ŨniŃ siň skğadem lipidowym co przedstawia rycina 

10. Zmiany w profilach fosfolipid·w oraz kwas·w tğuszczowych zaobserwowano w 

przypadku nowotwor·w piersi, jelita grubego oraz nowotwor·w opornych na chemioterapiň. 

W warstwie zewnňtrznej bğony w kom·rkach raka wŃtroby odnotowano zwiňkszony poziom 

nienasyconych kwas·w tğuszczowych oraz czterokrotnie wiňkszy poziom sfingomieliny 

(SM) niŨ w kom·rkach prawidğowych [Selkirk i in., 1971]. W przypadku raka jelita grubego 

stwierdzono, wyŨszŃ zawartoŜĺ wszystkich fosfolipid·w, w tym fosfatydyloinozytolu (PI), 

fosfatydyloseryny (PS), fosfatydyloetanoloaminy (PE) oraz fosfatydylocholiny (PC) [Bar· i 

in., 1998]. W bğonach kom·rkowych wielu nowotwor·w obserwuje siň obniŨony poziom 

SM, co ma teŨ zwiŃzek z tworzeniem siň guz·w. Ponadto, w wyniku procesu nowotworzenia 

zmienia siň stosunek lipid·w cholinowych do aminowych. W wiňkszoŜci przypadk·w spada 

zawartoŜĺ lipid·w etanoloaminowych a wzrasta lipid·w cholinowych [Slagel i in., 1967]. 

Transformacja nowotworowa wpğywa r·wnieŨ na ekspresjň gangliozyd·w. W zaleŨnoŜci od 

rodzaju nowotworu oraz stopnia jego zaawansowania obserwuje zwiňkszonŃ iloŜĺ tych 

zwiŃzk·w [Sonnino i in., 2007].  

Bğony kom·rek prawidğowych charakteryzujŃ siň asymetrycznym rozmieszczeniem 

lipid·w w wewnňtrznej i zewnňtrznej warstwie bğony kom·rkowej. Lipidy obojňtne takie 

jak fosfatydylocholina (PC) czy sfingomielina (SM) rozmieszczone sŃ warstwie zewnňtrznej 

biomembrany, z kolei aminofosfolipidy takie jak fosfatydyloetanoloamina (PE) oraz 

fosfatydyloseryna  (PS) wystňpujŃ gğ·wnie po stronie cytozolowej. Taka lokalizacja PS 

warunkuje ujemny ğadunek powierzchniowy wewnňtrznej warstwy bğon co wpğywa na wiele 

mechanizm·w sygnalizacyjnych, takich jak hydroliza lipid·w sygnalizacyjnych. Ponadto, 

obecnoŜĺ PS i PE po stronie cytozolowej stabilizuje interakcje bğony z cytoszkieletem. W 
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stanach patologicznych, w tym nowotworach dochodzi do zaburzenia asymetrii lipid·w. 

Obserwuje siň przemieszczenie fosfatydyloseryny do warstwy zewnňtrznej bğony co 

powoduje, Ũe takie kom·rki majŃ ujemy ğadunek powierzchniowy [Riedl i in., 2011; Zwaal 

i in., 2005]. Ponadto, koreluje to z kwaŜnym pH Ŝrodowiska zewnŃtrzkom·rkowego. 

ObecnoŜĺ PS oraz PE w warstwie zewnňtrznej bğony stwierdzono w kom·rkach guza 

Ŝr·dbğonka [Stafford i Thorpe, 2011]. 

Opr·cz zmian w profilach fosfolipidowych oraz w konsekwencji zmian w ğadunku 

powierzchniowym bğon, w kom·rkach nowotworowych dochodzi do zmiany pğynnoŜci 

bğony. PğynnoŜĺ jest waŨnym parametrem bğon biologicznych. Wskazuje drogň oraz 

szybkoŜĺ ruch·w czŃsteczek w bğonie i jest odwrotnie skorelowana z lepkoŜciŃ bğony. 

Parametr ten w duŨej mierze zaleŨy od skğadu lipidowego oraz zawartoŜci cholesterolu. 

Szereg przeprowadzonych badaŒ wskazuje na istnienie zwiŃzku pomiňdzy pğynnoŜciŃ bğony 

a zaawansowaniem zmian nowotworowych kom·rki. Proliferacja kom·rek 

nowotworowych, stopieŒ zğoŜliwoŜci nowotworu oraz jego zdolnoŜĺ do przerzut·w sŃ ŜciŜle 

zwiŃzane ze zmianami w pğynnoŜci bğony. Inbar i Shinitzky wykonujŃc pomiary 

mikroskopowej lepkoŜci bğon kom·rek biağaczki oraz niezmienionych chorobowo 

leukocyt·w wykazali, Ũe lepkoŜĺ zdrowych kom·rek jest dwa razy wiňksza niŨ lepkoŜĺ 

kom·rek nowotworowych. Na tej podstawie wysunňli wniosek, Ũe bğony kom·rek 

nowotworowych sŃ bardziej pğynne niŨ bğony kom·rek prawidğowych [Inbar i Shinitzky, 

1974]. PodobnŃ zaleŨnoŜĺ potwierdzono w przypadku innych nowotwor·w [Sok i 

wsp., 1999; Nakazawa i wsp., 1989; RybczyŒska i wsp., 2001; Berra i wsp. 1994; Koijma 

1993]. Byğo to zwiŃzane z niŨszym stosunkiem cholesterolu do fosfolipid·w (Chol:PL), 

wynikajŃcym z obniŨonej zawartoŜci tego sterolu w bğonach kom·rek rakowych. WartoŜĺ 

tego stosunku jest r·Ũna w zaleŨnoŜci od typu nowotworu i jest wyŨsza im wiňksza jest 

zğoŜliwoŜĺ. W kom·rkach nowotworowych czňsto dochodzi do zmian w metabolizmie 

cholesterolu co powoduje obniŨenie lub podwyŨszenie jego zawartoŜci [Hendrich i 

Michalak, 2003; SubczyŒski i WiŜniewska, 2000; Peetla i in., 2013]. Badania na liniach 

kom·rkowych raka prostaty i piersi wykazağy wyŨsze stňŨenie tego sterolu w stosunku do 

kom·rek zdrowych. Poziom cholesterolu moŨe r·Ũniĺ siň  w zaleŨnoŜci od rodzaju 

nowotworu, jego stadium oraz wraŨliwoŜci. W kom·rkach wysoce przerzutujŃcych 

zaobserwowano niŨsze stňŨenie cholesterolu, dziňki czemu majŃ one wiňksza zdolnoŜĺ do 

odksztağcenia bğony i mogŃ ğatwiej przenikaĺ do naczyŒ krwionoŜnych [Hendrich i 

Michalak, 2003]. Z kolei nowotwory oporne na chemioterapiň charakteryzujŃ siň wyŨszŃ 
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zawartoŜĺ tego sterolu, kt·ry powoduje usztywnienie ich bğony, w zwiŃzku z czym staje siň 

ona nieprzepuszczalna dla cytostatyk·w [Hendrich i Michalak, 2003; Eytan i in., 1996; 

Niero i in., 2014]. Opr·cz wyŨszego poziomu cholesterolu, w tych kom·rkach obserwuje 

siň wzrost  zawartoŜci fosfolipid·w (PC, PE oraz PI) oraz wyŨszy stosunek biağek do lipid·w 

(do 60%) w por·wnaniu do kom·rek prawidğowych [Cohen i in., 2004; Hendrich i Michalak, 

2003; Peetla i in., 2013]. Kom·rki mysiej biağaczki P338 oporne na doksorubicynň 

charakteryzujŃ siň usztywnieniem bğony oraz niŨszym stosunkiem PC/SM. Zesp·ğ Peetla 

zaobserwowağ wyŨszy poziom SM, PI oraz cholesterolu w kom·rki raka piersi opornego na 

doksorubicynň (MCF-7/ADR) w por·wnaniu do kom·rek wraŨliwych na ten 

chemioterapeutyk. Ponadto, w bğonach kom·rek opornych na chemioterapiň odnotowano 

wzrost iloŜci transporter·w takich jak p-glikoproteina odpowiedzialnych za aktywne 

wypompowywanie lek·w z cytoplazmy na zewnŃtrz kom·rki [Peetla i in., 2013].  

Innym lipidem wpğywajŃcym na pğynnoŜĺ bğony jest sfingomielina. Podobnie jak 

cholesterol powoduje usztywnienie bğony. Badania Gottfrieda potwierdzajŃ, Ũe w 

kom·rkach biağaczki bğony majŃ niski poziom tego fosfolipidu [Gottfried, 1967]. Podobnie 

jest w przypadku wŃtrobiak·w, gdzie w por·wnaniu ze zdrowymi kom·rkami wŃtroby, 

poziom sfingomieliny oraz innych fosfolipid·w choinowych spada [Kojima, 1993]. 

Kolejnym czynnikiem wpğywajŃcym na pğynnoŜĺ bğony jest stopieŒ nasycenia ğaŒcuch·w 

wňglowodorowych. Wzrost iloŜci fosfolipid·w o nienasyconych ğaŒcuchach acylowych 

powoduje zwiňkszenie pğynnoŜci bğony [Zalba i Hagen, 2017]. 

Wzrost iloŜci cholesterolu sprzyja powstawaniu tratw lipidowych [Cohen i in., 2004; 

Hendrich i Michalak, 2003; Hryniewicz-Jankowska i in., 2014]. Domeny te, w zaleŨnoŜci 

od rodzaju biağek w nich zlokalizowanych biorŃ udziağ w proliferacji, r·Ũnicowaniu, 

apoptozie i migracji. Zmiany w obrňbie tratw lipidowych mogŃ byĺ zaangaŨowane w 

powstawanie zğoŜliwych zmian, niekontrolowany wzrost, inwazyjnoŜĺ oraz przerzuty 

[Hryniewicz-Jankowska i in., 2014]. DuŨa iloŜĺ tratw w kom·rkach nowotworowych 

powoduje nadekspresjň receptor·w czynnik·w wzrostu takich jak EGFR, IGF-1 czy Sigma. 

W tych domenach znajdujŃ siň r·wnieŨ takie biağka jak integryny, adhezyny, receptory 

CD44 oraz CD24, biorŃce udziağ w progresji i inwazji nowotworu [Head i in., 2014; 

Hryniewicz-Jankowska i in., 2014; Tekpli i in., 2013; Zhuang i in., 2002].  

Skutecznym mechanizmem zwiŃzanym z opornoŜciŃ na leki jest zmiana metabolizmu 

ceramidu. W kom·rkach opornoŜci wielolekowej dochodzi do obniŨenia jego zawartoŜci. 

Jest to zwiŃzane ze zmniejszeniem aktywnoŜci sfingomielinazy bŃdŦ ze zwiňkszeniem 
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poziomu sfingomieliny (SM).  W wyniku czego obserwuje siň niski poziom tratw 

lipidowych typu drugiego (bogatych w ceramid), co zapobiega apoptozie takich kom·rek 

[Zabla i Hagen, 2017].  

 

Ryc. 10. R·Ũnice w skğadzie lipidowym pomiňdzy bğonŃ kom·rki prawidğowej i zmienionej 

nowotworowo [Alves i in., 2016]. 

 

1.6.9. Sztuczne modele bğon biologicznych   

Bğona biologiczna jest strukturŃ o zğoŨonej budowie, w kt·rej zachodzŃ liczne procesy 

biologiczne, co skğania do prowadzenia badaŒ na poziomie molekularnym, przy 

wykorzystaniu sztucznych, uproszczonych modelowych ukğad·w lipidowych. Modele bğon 

pozwalajŃ poznaĺ zjawiska zachodzŃce w bğonach, zrozumieĺ oddziağywania miňdzy 

czŃsteczkami oraz zbadaĺ wpğyw substancji np. lek·w na ich wğaŜciwoŜci fizykochemiczne. 

Najprostsze ukğady skğadajŃ siň z jednego rodzaju lipidu ale stosuje siň r·wnieŨ membrany 

zawierajŃce mieszaninň kilku naturalnych lub syntetycznych lipid·w [HŃc-Wydro i 

Dynarowicz-ĞŃtka, 2010]. Bğony uformowane z naturalnych lipid·w majŃ cechy zbliŨone 

do bğon biologicznych. Z kolei syntetyczne lipidy pozwalajŃ na tworzenie membran o 

okreŜlonych parametrach, takich jak pğynnoŜĺ, gruboŜĺ, ğadunek powierzchniowy czy 

wğaŜciwoŜci spektroskopowe. NajczňŜciej wykorzystywanymi modelami bğon  
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biologicznych sŃ liposomy, monowarstwy Langmuira oraz membrany osadzone na stağych 

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

 

Ryc. 11. Sztuczne modele bğon kom·rkowych [Knobloch i in., 2015]. 

 

Gğ·wnym fosfolipidem stosowanym w preparacji sztucznych bğon lipidowych jest  

dipalimitylofosfatydylocholina (DPPC), kt·rej czŃsteczkň przedstawia rycina 12.  

 

Ryc. 12. Schemat budowy czŃsteczki dipalmitylofosfatydylocholiny [LitwiŒczuk-Mammadova i in., 

2016]. 

 

1.6.10. Liposomy 

Liposomy po raz pierwszy zostağy odkryte przez brytyjskiego hematologa dr Aleca D 

Banghama w 1964 roku. SŃ to mikroskopijne, zamkniňte struktury bğonowe o sferycznym 

ksztağcie. WystňpujŃ w postaci pňcherzyk·w skğadajŃcych siň z wodnego rdzenia 
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otoczonych jednŃ lub kilkoma dwuwarstwami lipidowymi (Ryc. 13). Ich wielkoŜĺ waha siň 

w granicach 0,01-10 mm. [Zhong i Dai, 2012; Dua i in., 2012; Kumar i in., 2012]. 

 

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

 

MoŨemy je sklasyfikowaĺ ze wzglňdu na: wielkoŜĺ i liczbň dwuwarstw, spos·b ich 

otrzymywania, wğaŜciwoŜci powierzchniowe oraz zastosowanie. Pod wzglňdem rozmiaru i 

liczby dwuwarstw liposomy moŨemy podzieliĺ na: 

¶ Liposomy jednowarstwowe  (ang. unilamellar vesicles, UVs) 

- mağe liposomy jednowarstwowe (ang. small unilamellar vesicles, SUVs)- sŃ to 

struktury o Ŝrednicy 0,02-0,1 mm. Liposomy te majŃ ograniczone zastosowanie jako 

modele bğon kom·rkowych i noŜniki substancji leczniczych o charakterze 

hydrofilowym. Z kolei ich mağe rozmiary sprzyjajŃ dystrybucji terapeutyk·w w 

organizmie, 

- duŨe liposomy jednowarstwowe (ang. large unilamellar vesicles, LUVs)- do tej 

grupy zaliczamy struktury o Ŝrednicy 0,1-1 mm, majŃ zastosowanie jako modele bğon 

kom·rkowych  i noŜniki substancji hydrofilowych oraz makromolekuğ, 

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

to pňcherzyki o rozmiarach powyŨej 1 mm, 

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

0,5 mm, w kt·rych rdzeŒ wodny otoczony jest przez kilka dwuwarstw, 
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¶ Liposomy wielowarstwowe (ang. multilamellar vesicles, MLVs) ï sŃ to struktury 

o rozmiarach powyŨej 0,5 mm, w kt·rych rdzeŒ wodny otoczony jest przez kilka do 

kilkunastu dwuwarstw lipidowych (5-25), majŃ wiňkszŃ zdolnoŜĺ do przyğŃczania 

czŃsteczek lipofilnych. Ich wadŃ jest to, Ũe sŃ natychmiast wychwytywane przez 

kom·rki ukğadu fagocytarnego, 

¶ Wielopňcherzykowe liposomy (ang. multivesicular vesicles, MVVs) ï 

charakteryzujŃ siň ŜrednicŃ powyŨej 1 mm i powstajŃ jako produkt uboczny w czasie 

wytwarzania MLV. W tego typu liposomach jedna dwuwarstwa lipidowa otacza 

kilka mniejszych pňcherzyk·w [Muller i in., 2003; Kulkarni i in., 1995; Sharma i 

Sharma, 1997, LitwiŒczuk-Mammadova i in., 2016]. 

Podziağ liposom·w ze wzglňdu na rozmiar i liczbň dwuwarstw przedstawia rycina 14.  

 

 

Ryc. 14. Podziağ liposom·w ze wzglňdu na rozmiar i liczbň dwuwarstw [Vahed i in., 2017]. 

 

Liposomy znalazğy zastosowanie jako modele dwuwarstwy lipidowej bğony jak 

r·wnieŨ jako noŜniki wielu substancji aktywnych. Jest to zwiŃzane z moŨliwoŜciŃ 

umieszczenia w nich zwiŃzk·w zar·wno o charakterze hydrofilowym (w obrňbie warstwy 

hydrofilowej), hydrofobowym (w obrňbie dwuwarstwy lipidowej) i amfifilowych. 
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Dodatkowo wysoko biokompatybilnoŜĺ i biodegradowalnoŜĺ jak r·wnieŨ niska toksycznoŜĺ 

sprawiajŃ, Ũe sŃ coraz czňŜciej stosowane jako noŜniki substancji terapeutycznych. 

Substancje biologiczne zamkniňte wewnŃtrz liposom·w sŃ chronione przed rozcieŒczeniem 

czy dziağaniem enzym·w proteolitycznych. Z tego wzglňdu pňcherzyki lipidowe sŃ czňsto 

wykorzystywane do dostarczania lek·w antybakteryjnych, przeciwwirusowych czy 

przeciwnowotworowych, w tym takŨe enzym·w i hormon·w do okreŜlonych kom·rek i 

tkanek. Przykğadem mogŃ byĺ daunorubicyna oraz doksorubicyna stosowane w leczeniu 

nowotwor·w, kt·re sŃ zamkniňte w formulacji liposomowej [Samand i in., 2007; Kaur i in., 

2013; Allen i Cullis, 2013]. Liposomy majŃ zdolnoŜĺ do przenoszenia DNA, RNA oraz 

cağych kompleks·w biağkowo-nukleotydowych dlatego mogŃ byĺ stosowane jako noŜniki 

gen·w w terapiach genowych [Lian i Ho, 2001; Sipai i in., 2012]. Ponadto, mogŃ byĺ 

wykorzystywane w dermatologii i kosmetologii do dostarczania substancji aktywnych w 

gğŃb sk·ry [Sipai i in., 2012].  

 

 1.6.10.1. Metody otrzymywania liposom·w 

 

Wszystkie metody preparatyki liposom·w polegajŃ na wprowadzeniu czŃsteczek 

lipid·w do roztworu wodnego. Powszechne wykorzystanie liposom·w do transportu 

substancji o charakterze hydrofilowym i hydrofobowym, rozw·j technologii liposomowej, 

jak r·wnieŨ koniecznoŜĺ pozyskiwania liposom·w r·Ũnych typ·w, zar·wno na skalň 

laboratoryjnŃ jak i przemysğowŃ przyczyniğo siň do opracowania r·Ũnych metod ich 

otrzymywania, kt·re powinny byĺ przede wszystkim wydajne, odtwarzalne oraz moŨliwie 

najprostsze.  

Wyb·r metody przygotowania liposom·w zaleŨy od kilku parametr·w: 

¶ charakterystyki gğ·wnych skğadnik·w strukturalnych liposom·w 

¶ charakterystyki, stňŨenia oraz toksycznoŜci materiağ·w, kt·re bňdŃ zamykane 

wewnŃtrz liposom·w 

¶ charakteru oŜrodka, w kt·rym rozproszone sŃ pňcherzyki lipidowe 

¶ dodatkowych proces·w zwiŃzanych z dostarczaniem liposom·w 

¶ optymalnego rozmiaru, polidyspersyjnoŜci i trwağoŜci pňcherzyk·w 

wykorzystywanych do okreŜlonych zastosowaŒ 
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¶ odtwarzalnoŜci metody oraz moŨliwoŜci produkcji na duŨŃ skalň [Silver-Marinkovic, 

2016]. 

 

Metody otrzymywania lipid·w moŨemy podzieliĺ na trzy grupy: metody 

mechaniczne, metody z zastosowaniem rozpuszczalnik·w organicznych oraz metody z 

zastosowaniem detergent·w [Lasic, 1996] (Ryc.15). 

 

Ryc. 15. Metody otrzymywania liposom·w [Silver-Marinkovic, 2016]. 

 

1.7. Oddziağywanie flawonoid·w z bğonami 

 

Bğona plazmatyczna oraz bğony otaczajŃce wewnŃtrzkom·rkowe kompartmenty sŃ 

jednymi z miejsc oddziağywania flawonoid·w. Struktura ta stanowi swoistŃ barierň dla 

czŃsteczek dostajŃcych siň do kom·rki dlatego zdolnoŜĺ do interakcji zar·wno z 

dwuwarstwŃ lipidowŃ, jak i biağkami bğonowymi ma istotny wpğyw na ich mechanizm 

dziağania. AktywnoŜĺ biologiczna zwiŃzk·w jest zwiŃzana zar·wno ze sposobem ich 
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interakcji z membranŃ, jak r·wnieŨ miejscem ich lokalizacji i czasem przebywania w bğonie 

[Selvaraj i in., 2015]. Flawonoidy wpğywajŃ zar·wno na wğaŜciwoŜci dwuwarstwy lipidowej 

takie jak pğynnoŜĺ, przepuszczalnoŜĺ, integralnoŜĺ, wğaŜciwoŜci elektryczne, jak r·wnieŨ na 

aktywnoŜĺ biağek integralnych w tym enzym·w i receptor·w zwiŃzanych z bğonŃ, transport 

bğonowy oraz inne procesy zwiŃzane z membranami. Takie dziağanie jest waŨne z 

biologicznego jak i medycznego punktu widzenia poniewaŨ jest skorelowane z ich 

aktywnoŜciŃ antyoksydacyjnŃ, przeciwnowotworowŃ, przeciwdrobnoustrojowŃ oraz 

przeciwzapalnŃ [Tsuchiya, 2011; Wu i in., 2013; Tsuchiya, 2010; Margina i in., 2012; 

Cyboran i 2015].  

Istotnym czynnikiem wpğywajŃcym na interakcje flawonoid·w z bğonŃ jest ich 

struktura chemiczna. Zar·wno konfiguracja, stopieŒ polimeryzacji, liczba i rozmieszczenie 

grup hydroksylowych, obecnoŜĺ reszt cukrowych jak r·wnieŨ obecnoŜĺ grup metylowych 

w pierŜcieniu C decydujŃ o typie oddziağywania tych zwiŃzk·w z bğonŃ. Liczba i 

rozmieszczenie grup hydroksylowych wpğywa na hydrofobowoŜĺ czŃsteczek i ma duŨe 

znaczenie w sposobie ich interakcji z bğonŃ [Oteiza i in., 2005]. WaŨnŃ rolň w 

oddziağywaniach pomiňdzy zwiŃzkami flawonoidowymi a bğonŃ odgrywa ich struktura 

przestrzenna oraz obecnoŜĺ reszt cukrowych. Flawonoidy zawierajŃce podw·jne wiŃzanie 

w pierŜcieniu B oraz nie majŃce podstawnika glikozydowego majŃ pğaskŃ strukturň, a co za 

tym idzie charakteryzujŃ siň wiňkszym powinowactwem do membran. Z kolei metylacja 

grup hydroksylowych galusanu epigalokatechiny powoduje obniŨenie jego powinowactwa 

do dwuwarstwy lipidowej [Havsteen, 2002]. 

Ponadto, oddziağywania elektrostatyczne, tworzenie wiŃzaŒ wodorowych z gğowami 

cholinowymi fosfolipid·w, oddziağywania hydrofobowe z ğaŒcuchami acylowymi kwas·w 

tğuszczowych oraz molekularna geometria samych fosfolipid·w wpğywajŃ na 

wbudowywanie siň flawonoid·w do membran [Pawlikowska-Pawlňga i in., 2007].  

DuŨe znaczenie w interakcji tych zwiŃzk·w z bğonami ma ich hydrofobowoŜĺ. W 

zaleŨnoŜci od charakteru flawonoidu istniejŃ dwa prawdopodobne mechanizmy ich 

oddziağywania z bğonŃ lipidowŃ. ZwiŃzki hydrofilowe sŃ adsorbowane na powierzchni bğony 

i oddziağujŃ z gğowami polarnymi fosfolipid·w poprzez wiŃzania wodorowe. Jest to moŨliwe 

dziňki obecnoŜciŃ licznych grup hydroksylowych i wiŃŨe siň to z ich ochronnym dziağaniem 

wobec r·Ũnych szkodliwych czynnik·w. Z kolei flawonoidy o charakterze hydrofobowym 

wnikajŃ w niepolarny rejon bğony [Erlejman i in., 2004; Oteiza i in., 2005].  
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Interakcje z dwuwarstwŃ lipidowŃ zaleŨŃ r·wnieŨ od pH, kt·re okreŜla ğadunki 

elektrostatyczne flawonoid·w oraz czŃsteczek lipid·w. NiŨsze pH powoduje mniejszŃ 

deprotonacjň grup polarnych, a tym samym gğňbszŃ penetracjň flawonoid·w w dwuwarstwň 

lipidowŃ. Movileanu i wsp·ğpracownicy wykazali, Ũe lokalizacja kwercetyny w 

dwuwarstwie lipidowej zaleŨy od wartoŜci tego parametru. Przy kwaŜnym pH flawonol ten 

wchodzi gğňboko w dwuwarstwň lipidowŃ podczas gdy w fizjologicznym  pH oddziağuje z 

gğowami polarnym fosfolipid·w na granicy lipid-woda [Movileanu i in., 2000].  

Lokalizacja flawonoid·w w r·Ũnych rejonach bğony prowadzi do jej upğynnienia lub 

usztywnienia. ZwiŃzki te wchodzŃc w interakcje z fosfolipidami tworzŃcymi dwuwarstwň 

lipidowŃ mogŃ ograniczaĺ ruchy ich ğaŒcuch·w acylowych przez co przesuwajŃ temperaturň 

przejŜcia fazowego w stronň wyŨszych wartoŜci lub zmieniaĺ ich upakowanie co z kolei 

obniŨa Tm [Selvaraj i in., 2015]. ZdolnoŜĺ flawonoid·w do zmiany pğynnoŜci membrany 

decyduje o charakterze ich biologicznych aktywnoŜci. Takie dziağanie znaczŃco wpğywa na 

funkcjonowanie enzym·w i receptor·w bğonowych, a zatem teŨ na szlaki sygnalizacyjne, w 

kt·rych poŜredniczy bğona. WiňkszoŜĺ badanych flawonoid·w powoduje obniŨenie 

pğynnoŜci membran. Flawanony i izoflawony wbudowujŃc siň w hydrofobowy rdzeŒ 

dwuwarstwy lipidowej powodujŃ zmniejszenie pğynnoŜci [Arora i in., 2000]. Badania z 

uŨyciem fluorescencyjnych znacznik·w wykazağy, Ũe silniejsze dziağanie usztywniajŃce 

majŃ zwiŃzki oddziağujŃce na gğňbsze regiony bğony. Liczne badania dowodzŃ, Ũe 

flawonoidy powodujŃ usztywnienie bğon kom·rek nowotworowych, kt·re charakteryzujŃ 

siň wiňkszŃ pğynnoŜciŃ w por·wnaniu do kom·rek prawidğowych. Wyniki otrzymane przez 

zesp·ğ Tsuchiya potwierdzajŃ usztywniajŃce dziağanie EGC, genisteiny i apigeniny. Efekt 

ten powiŃzano z cytotoksycznym dziağaniem flawonoid·w na kom·rki raka piersi. Badania 

prowadzone przez tň samŃ grupň potwierdzajŃ teŨ dualistyczne dziağanie kwercetyny, kt·ra 

w stňŨeniach 5-10 Õmol/L zmniejszağa pğynnoŜĺ membrany, natomiast w niŨszych 

stňŨeniach powodowağa odwrotny efekt. Zasugerowano, Ũe takie dziağanie flawonolu jest 

zwiŃzane z jego oddziağywaniem na powierzchni dwuwarstwy [Tsuchiya i in., 2002, 

Tsuchiya i in., 2008]. Podobne wyniki otrzymağ zesp·ğ Pawlikowskiej-Pawlňgi w 

doŜwiadczeniach na liposomach uformowanych z DPPC. Badania z zastosowaniem technik 

EPR, NMR i FTIR wykazağy usztywniajŃce dziağanie apigeniny i genisteiny w rejonie 

hydrofobowych ğaŒcuch·w alifatycznych jak r·wnieŨ w strefie polarnych gğ·w 

fosfolipid·w. Z kolei kwercetyna lokalizujŃc siň w strefie gğ·w cholinowych dziağağa 

dualistycznie powodujŃc upğynnienie czňŜci hydrofobowej i usztywnienie rejonu gğ·w 
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polarnych. Wszystkie flawonoidy wbudowywağy siň do dwuwarstwy lipidowej za pomocŃ 

wiŃzaŒ wodorowych pomiňdzy segmentem C-O-P-O-C gğ·w polarnych fosfolipid·w a 

grupami hydroksylowymi tych zwiŃzk·w [Pawlikowska-Pawlňga i in., 2012, 2013 i 2014]. 

Inne badania dotyczŃce flawon·w takich jak eupafolina i hispidulina sugerujŃ, Ũe 

zmniejszenie pğynnoŜci bğony wywoğane obecnoŜciŃ tych zwiŃzk·w powoduje 

zahamowanie wzrostu kom·rek raka szyjki macicy [Herrerias i in., 2010]. Z kolei Tsuchiya 

zasugerowağ, Ũe upğynnienie bğony przez katechiny jest zwiŃzane z ich hepatoprotekcyjnym 

dziağaniem [Tsuchiya, 1999]. Lokalizacja oraz oddziağywanie flawonoid·w z bğonami 

biologicznymi decyduje r·wnieŨ o ich antyoksydacyjnej aktywnoŜci. Doniesienia 

literaturowe sugerujŃ, Ũe zar·wno zmiany w pğynnoŜci membran jak r·wnieŨ lokalizacja 

tych zwiŃzk·w w czňŜci powierzchniowej bğony warunkujŃ silniejsze dziağanie 

przeciwutleniajŃce poprzez blokowanie interakcji wolnych rodnik·w z lipidami bğonowymi 

[Selvaraj i in., 2015].  

ZwiŃzki o charakterze flawonoid·w wpğywajŃ takŨe na wğaŜciwoŜci elektryczne 

bğony. Movileanu i wsp·ğpracownicy badajŃcy efekty wbudowywania siň kwercetyny w 

dwuwarstwň lipidowŃ wykazali, Ũe flawonol zaburza jej strukturň jak r·wnieŨ zwiňksza jej 

przewodnictwo i pojemnoŜĺ elektrycznŃ [Movileanu i in., 2000]. Z kolei wyniki uzyskane 

przez zesp·ğ Pawlikowskiej-Pawlňgi potwierdziğy, Ũe apigenina i genisteina teŨ powodujŃ 

zmiany wğaŜciwoŜci elektrycznych membran. W doŜwiadczeniach z uŨyciem 

Conocephalum conicum obserwowano wzrost potencjağ·w czynnoŜciowych u roŜlin 

traktowanych zar·wno apigeninŃ jak i genisteinŃ [Pawlikowska-Pawlňga i in., 2007, 

Pawlikowska-Pawlňga i in., 2009].  

ZwiŃzki te mogŃ r·wnieŨ oddziağywaĺ na biağka integralne bğon. Zesp·ğ 

Pawlikowskiej-Pawlňgi wykazağ, Ũe kwercetyna wpğywa na biağka cytoszkieletu oraz biağka 

integralne bğony erytrocyt·w powodujŃc zmianň ich ksztağtu i wielkoŜci [Pawlikowska-

Pawlňga i in., 2003]. Flawonoidy poprzez wpğyw na dziağanie receptor·w znajdujŃcych siň 

w bğonach majŃ zdolnoŜĺ do modulowania szlak·w sygnağowych. Ponadto, niekt·re z nich 

mogŃ oddziağywaĺ na biağka transportowe obecne w bğonach. Wiele badaŒ wskazuje, Ũe 

flawonoidy dziağajŃ jako inhibitory biağek opornoŜci wielolekowej takich jak MRP1 i 

glikoproteiny-P w r·Ũnych liniach kom·rek nowotworowych. SŃ r·wnieŨ modulatorami 

aktywnoŜci wielu enzym·w bğonowych takich jak: ATP-aza mitochondrialna, ATPaza 

zaleŨna od jon·w Ca2+ i Mg2+ , APTaza Na+ K+, oraz fosfodiesteraza cAMP i cGMP, co 



62 

 

moŨe mieĺ zwiŃzek z ich aktywnoŜciŃ przeciwnowotworowŃ [Graziani i Chayoth, 1979; 

Revuelta i in., 1997]. 

Flawonoidy wpğywajŃ r·wnieŨ na dziağanie kanağ·w jonowych obecnych w bğonie. W 

zaleŨnoŜci od rodzaju kanağu mogŃ je aktywowaĺ lub hamowaĺ. Kanağem aktywowanym 

przez te zwiŃzki  jest kanağ CFTR, odpowiadajŃcy za transport jon·w chlorkowych. ZwiŃzki 

polifenolowe, w tym flawonoidy mogŃ wpğywaĺ na transport Ũelaza niehemowego. Na 

podstawie otrzymanych wynik·w,  Hoque i jego zesp·ğ dowiedli, Ũe kwercetyna hamuje 

wypğyw Ũelaza przez ferroportynň, znajdujŃcŃ siň w podstawnej bğonie kom·rek ludzkiego 

gruczolaka okrňŨnicy Caco-2 [Hoque i in., 2011]. Ponadto, zwiŃzki te modyfikujŃ dziağanie 

kanağ·w jonowych obecnych w naczyniach krwionoŜnych i sercu, co odgrywa istotnŃ rolň 

w regulacji napiňcia naczyŒ krwionoŜnych oraz jest zwiŃzane z ich kardioprotekcyjnym 

dziağaniem. Przykğadem moŨe byĺ genisteina bňdŃca inhibitorem kanağ·w wapniowych w 

miocytach wyizolowanych z naczyŒ krwionoŜnych ucha kr·lika. ZwiŃzek ten przez 

zahamowanie napğywu wapnia do kom·rek miňŜni gğadkich naczyŒ zapobiega ich 

depolaryzacji i zwňŨeniu naczyŒ krwionoŜnych, co wiŃŨe siň z obniŨeniem ciŜnienia krwi. 

Flawonoidy wpğywajŃ na dziağanie kanağ·w potasowych obecnych w naczyniach 

krwionoŜnych takich jak kanağy wraŨliwe na ATP, kanağy potasowe zaleŨne od potencjağu  

czy aktywowane jonami wapnia [Scholz i in., 2010]. Badania Matsui i wsp·ğpracownik·w 

wykazağy, Ũe procyjanidyny obecne w jabğkach powodujŃ rozkurcz pierŜcieni aorty szczura 

poprzez aktywacjň kilku kanağ·w potasowych [Matsui i in., 2009]. Z kolei zwiŃzki 

polifenolowe obecne w czerwonych winogronach takie jak kwercetyna, katechina oraz 

resweratrol hamujŃ kanağy sodowe obecne w sercu, co moŨe przeciwdziağaĺ arytmii 

[Wallace i in., 2006].  

Niekt·re flawonoidy i ich pochodne charakteryzujŃ siň przeciwdrobnoustrojowym 

dziağaniem. Takie wğaŜciwoŜci mogŃ byĺ zwiŃzane z ich zdolnoŜciŃ  do zmian pğynnoŜci 

bğon mikroorganizm·w. Wpğywa to  r·wnieŨ na jej przepuszczalnoŜĺ i prowadzi do 

zakğ·cenia metabolizmu, a w rezultacie do Ŝmierci kom·rki [Selvaraj i in., 2015]. Liczne 

badania wskazujŃ, Ũe bğony lipidowe stanowiŃ jeden z cel·w antybakteryjnego dziağania 

katechin. ZwiŃzki te powodujŃ wyciek mağych sond fluorescencyjnych takich jak kalceina 

czy karboksyfluoresceina z wnňtrza mağych jednowarstwowych liposom·w (SUV) i duŨych 

jednowarstwowych liposom·w uformowanych z fosfatydylocholiny, co sugeruje 

uszkodzenie bğon lipidowych. Podobne wyniki otrzymağ zesp·ğ Tamba, kt·ry w swoich 

doŜwiadczeniach z galusanem epigalokatechiny zastosowağ wielkie jednowarstwowe 
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liposomy (GUVy) jak model bğony bakteryjnej. ZwiŃzek ten powodowağ zmiany ksztağtu 

GUV·w, indukowağ ich agregacje oraz pňkanie i wyciek kalceiny [Tamba i in., 2007]. Na 

tej podstawie, stwierdzono, Ũe katechiny dziağajŃc na bğony bakteryjne uszkadzajŃ je. Aby 

wyjaŜniĺ to zjawisko naukowcy zaproponowali dwie teorie. Po pierwsze zasugerowano, Ũe 

zwiŃzki te poprzez bezpoŜredniŃ penetracjň i zaburzenia funkcji dwuwarstwy lipidowej 

powodujŃ jej zakğ·cenia. R·wnoczeŜnie katechiny mogŃ powodowaĺ fuzjň bğon co prowadzi 

do ich agregacji [Ikigai i in., 1993].  

Interakcje flawonoid·w z bğonami biologicznymi mogŃ byĺ r·wnieŨ jednym z 

mechanizm·w ich przeciwgrzybiczego dziağania. Wykazano, Ũe apigenina hamuje rozw·j 

takich organizm·w jak C. albicans, C. parapsilosis, Malassezia furfur, T. rubrum oraz T. 

beigelii poprzez zaburzenia ich bğon kom·rkowych, co prowadzi do zmniejszenia rozmiaru 

kom·rek oraz wycieku wewnŃtrzkom·rkowych skğadnik·w [Lee i in., 2018].  

Niekt·re zwiŃzki flawonoidowe charakteryzujŃ siň selektywnoŜciŃ i oddziağujŃ z 

wyspecjalizowanymi obszarami bğony, a mianowicie z tratwami lipidowymi, w kt·rych 

obecne sŃ biağka biorŃce udziağ w transporcie oraz przekazywaniu sygnağ·w kom·rkowych. 

Przykğadem takiego zwiŃzku jest EGCG, kt·ry wpğywa na receptory lamininy oraz 

nask·rkowego czynnika wzrostu znajdujŃce siň w obrňbie tratw lipidowych,  co prowadzi 

do aktywacji sygnağ·w biorŃcych udziağ w reakcjach alergicznych oraz proliferacji kom·rek 

[Tachibana, 2011]. Ponadto katechiny z zielonej herbaty indukujŃ oksydazň hemowŃ obecnŃ 

w tratwach lipidowych dziňki czemu wykazujŃ aktywnoŜĺ przeciwmiaŨdŨycowŃ [Zheng i 

in., 2012].  
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II. Cel pracy  
 

 

Flawonoidy sŃ zwiŃzkami roŜlinnymi o szerokim spektrum dziağania, 

wykazujŃcymi wiele wğaŜciwoŜci biologicznych i farmakologicznych takich jak wğaŜciwoŜci 

antyoksydacyjne, przeciwnowotworowe, przeciwzapalne i wiele innych. Jednym z miejsc 

oddziağywania flawonoid·w w kom·rkach sŃ bğony kom·rkowe, a wyjaŜnienie interakcji 

pomiňdzy bğonami a tymi zwiŃzkami moŨe przyczyniĺ siň do bliŨszego poznania 

molekularnych mechanizm·w ich dziağania na kom·rki i w przyszğoŜci moŨe okazaĺ siň 

istotne dla terapii wielu chor·b, w tym chor·b nowotworowych.  

Lenzozyd Aɓ naleŨy do flawonoid·w i jest pochodnŃ kwercetyny wyizolowanŃ z 

nadziemnych czňŜci soczewicy jadalnej (Lens culinaris) odmiany Tina. Zainteresowanie 

tym zwiŃzkiem wynika z faktu, Ũe jest to nowo wyizolowany zwiŃzek i do tej pory jest 

bardzo mağo danych literaturowych na temat metabolit·w wyizolowanych z liŜci i ğodyg tej 

roŜliny.  

Dlatego gğ·wnym celem podjňtych badaŒ byğo poznanie zdolnoŜci                      

lenzozydu Aɓ do wchodzenia w interakcje z modelowymi bğonami sporzŃdzonymi z 

dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC), okreŜlenie sposobu oddziağywania tego zwiŃzku na 

membrany poprzez ocenň jego wpğywu na wğaŜciwoŜci dynamiczne i strukturalne 

dwuwarstwy lipidowej, a takŨe poznanie lokalizacji i orientacji flawonoidu w bğonach.  

Kolejnym celem byğo sprawdzenie oddziağywania zwiŃzku z lipidowymi i biağkowymi 

skğadnikami kom·rek linii prawidğowych i nowotworowych. Do badaŒ uŨyto dw·ch linii 

nowotworowych takich jak rak szyjki macicy (HeLa) i rak krtani (Hep-2) oraz linii 

prawidğowej, kt·rŃ stanowiğy  fibroblasty sk·ry czğowieka (HSF).  

Aby oceniĺ skutki inkorporacji LAɓ do bğon na kom·rki wyznaczono nastňpujŃce cele 

czŃstkowe: 

1. Analizň zmian w morfologii i ultrastrukturze kom·rek z wyŨej wymienionych linii 

kom·rkowych poddanych dziağaniu flawonoidu. 
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2. Sprawdzenie wpğywu badanego zwiŃzku na parametry morfometryczne takie jak: 

Ŝrednica, obw·d, dğugoŜĺ, szerokoŜĺ oraz pole powierzchni kom·rek oraz jŃder 

kom·rkowych. 

3. Ocenň wpğywu lenzozydu Aɓ na indukcjň apoptozy, nekrozy i stresu oksydacyjnego.  

4. OkreŜlenie cytotoksycznoŜci flawonoidu w stosunku do kom·rek prawidğowych i 

nowotworowych. 

5. Zbadanie dziağania badanego zwiŃzku na kanağy potasowe bğon. 
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III. Materiağy i metody 
 

3.1. Badany zwiŃzek 
 

W badaniach stosowano lenzozyd Aɓ (kwerectyna-3-O-[6-O-E-kofeilo)-ɓ-D-

glukopiranozylo(1Ÿ2)]-ɓ-D-galaktopiranozylo-7-O-ɓ-D-glukuropiranozyd) ï pochodnŃ 

kwercetyny wyizolowanŃ z nadziemnych czňŜci soczewicy jadalnej odmiany Tina. 

Flawonoid ten w swojej strukturze opr·cz dw·ch pierŜcieni aromatycznych poğŃczonych 

pierŜcieniem piranu zawiera trzy reszty cukrowe oraz kwas kawowy (Ryc. 16). Liofilizat 

zwiŃzku w postaci Ũ·ğtego proszku byğ rozpuszczany w etanolu (POCH) lub w sulfotlenku 

dimetylu (DMSO) (Sigma - Aldrich). Roztw·r lenzozydu Aɓ przechowywano w ciemnoŜci.  

 

 

Ryc. 16. Wz·r lenzozydu Aɓ [ŧuchowski i in., 2014]. 
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3.2. Odczynniki  

¶ PodğoŨa hodowlane i dodatki do podğ·Ũ: 

- podğoŨe hodowlane Dulbecco's Modified Eagle's Medium DMEM - Sigma-Aldrich 

- podğoŨe hodowlane RPMI 1640 ï Sigma-Aldrich  

 - 0,25% roztw·r trypsyny z dodatkiem 0,53 mM EDTA ï Sigma- Aldrich  

 - bydlňca surowica pğodowa (FBS) ï Gibco 

 - antybiotyki: penicyliny 100 U/ml, streptomycyny 100 U/ml, amfoterycyny B, 0,25 

Õg/ml  (Sigma) 

¶ Bufory:  

- bufor PBS bez jon·w Ca2+ i Mg2+ - Biomed 

 - bufor PBS z jonami Ca2+ i Mg2+ - Biomed 

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

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

 - bufor kakodylanowy do utrwalaczy (z dodatkiem 5 mM CaCl2 i 2% sacharozy) 

¶ Zestawy komercyjne: 

- LIVE/DEAD cell viability kit  - Thermo Fisher Scientific 

- Annexin V-fluorescein isothiocyanate (FTIC) apoptosis detection kit - BD 

Biosciences, BD PharmingenÊ 

¶ Inne odczynniki: 

Aceton - POCH 

Aldehyd glutarowy 25% - Polysciences Inc 

Azotan oğowiu - POCH 

Bğňkit toluidynowy - Sigma- Aldrich 

Chlorek magnezu MgCl2 - POCH  

Chlorek potasu KCl - POCH 
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Chlorek sodu NaCl - POCH 

Chlorek prazeodymu PrCl3 - Sigma-Aldrich  

Chlorek wapnia CaCl2 - POCH 

Chloroform - POCH 

CzerwieŒ obojňtna - Sigma-Aldrich 

Cytrynian sodu - POCH 

Czterotlenek osmu - Sigma-Aldrich 

Dihydrorodamina DHR 123 - Molecular Probes 

Dipalmitylofosfatydylocholina (DPPC) ï Sigma-Aldrich 

Ditlenek deuteru (D2O) - ARMAR Chemicals Co. 

DMSO (dimetylosulfotlenek)  - Sigma-Aldrich 

Etanol 96% - POCH 

Etanol bezwodny - POCH 

Glukonian potasu - Sigma-Aldrich 

Glukonian sodu - Sigma-Aldrich 

Kakodylan sodu - Sigma-Aldrich 

Kwas octowy - POCH 

Octan uranylu -  Polysciences Inc 

OranŨ akrydyny - Sigma-Aldrich 

Hoechst 33342 -  Sigma-Aldrich 

Tricine - Sigma- Aldrich  

Wodorotlenek sodu - POCH 

ŧywica LR White ï Sigma-Aldrich 
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3.3. Materiağ badawczy 
 

3.3.1. Liposomy i ich preparatyka 

 

3.3.1.1.  Liposomy wielowarstwowe  (ang. Multilamellar Vesicles, MLV) do pomiar·w 

FTIR   

Wielowarstwowe liposomy zostağy sporzŃdzone z dipalmitylofosfatydylocholiny 

(DPPC). Porcjň DPPC zawierajŃcŃ 2.72 x 10ī2 M czŃstek oraz 5 mol% lenzozydu Aɓ 

rozpuszczonego w etanolu mieszano i odparowywano w strumieniu gazowego  azotu oraz 

pod pr·ŨniŃ. Nastňpnie  wytrzŃsano energicznie z 200 Õl wody destylowanej z 5 % 

dodatkiem D2O w temperaturze nieco powyŨej 41ÁC. 

 

3.3.1.2. Liposomy wielowarstwowe (ang. Multilamellar Vesicles, MLV) do pomiar·w    
1H NMR 

Fosfosfolipidy (DPPC) i lenzozyd Aɓ rozpuszczono w mieszaninie chloroformu i 

etanolu (1:1). StňŨenie flawonoidu w pr·bce wynosiğo 3.2 x1 0ī4 M a lipid·w 3.2 x 10ī2 M. 

Nastňpnie rozpuszczalniki odparowano w strumieniu gazowego azotu i pod pr·ŨniŃ. 

Nawodnione D2O pr·bki energicznie wytrzŃsano przez 60 minut na wytrzŃsarce w 

temperaturze powyŨej 41ÁC. W celu uzyskania jednorodnej mieszaniny zawiesinň lipid·w 

poddano dziağaniu ultradŦwiňk·w (8 razy po 3 sekundy) w sonifikatorze (Sonics Vibra 

CellTM , USA) w temperaturze 4Á C. Przed samym pomiarem dodano 4 mM PrCl3. 

 

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

Do sporzŃdzenia wielkich jednowarstwowych liposom·w wykorzystano 

dipalmitylofosfatydylocholinň (DPPC). StňŨenie lipidu wynosiğo 20 mg/ml. W badaniach 

wykorzystano roztw·r lenzozydu Aɓ w etanolu, kt·ry dodawano do etanolowego roztworu 

lipidowego (w kt·rym stňŨenie lipidu nie przekraczağo 27 mM) w stňŨeniu 5 mol% w 

stosunku do DPPC. Nastňpnie na wewnňtrzne strony dw·ch platynowych elektrod 

(35x4x0,5 mm) nağoŨono po 15 Õl mieszaniny poprzez odparowanie w strumieniu gazowego 

azotu. Elektrody przez godzinň inkubowano pod pr·ŨniŃ w celu usuniňcia pozostağoŜci 

rozpuszczalnika organicznego. Nastňpnie elektrody pokryte warstwŃ lipidowŃ umieszczono 
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w kuwecie zawierajŃcej roztw·r buforowy (1,4 ml, 20 mM Tricine, 10 mM KCl, pH 7,4). 

Elektroformacjň prowadzono przez 2 godziny przy wolnozmiennym napiňciu (10 Hz) o 

wartoŜci 2,1 V w temperaturze 50ÁC (powyŨej temperatury przejŜcia fazowego dla DPPC). 

 

3.3.2. Typy kom·rek i warunki hodowli  

W doŜwiadczeniach uŨyto  linii kom·rkowych raka szyjki macicy czğowieka  (HeLa 

B ECACC Nr 85060701), raka krtani (Hep-2 ECACC Nr 86030501) oraz fibroblast·w 

ludzkich sk·ry (linia kom·rkowa uzyskana z hodowli pierwotnej fragment·w sk·ry 

ludzkiej). Hodowle prowadzono w poŨywce RPMI 1640 (linia HeLa i Hep-2) oraz DMEM 

(linia HSF) z dodatkiem 5% pğodowej surowicy bydlňcej (FBS) (v/v) oraz z dodatkiem 

antybiotyk·w. Do badaŒ uŨyto: penicyliny - 100 U/ml, streptomycyny -100 U/ml, 

amfoterycyny B- 0,25 Õg/ml. Kom·rki o gňstoŜci 1 x 106 kom·rek/ml wysiewano do naczyŒ 

typu Falcon (5 ml) do obserwacji mikroskopowych oraz  pomiar·w FTIR. Nastňpnie 

kom·rki inkubowano w temperaturze 37ÁC w atmosferze wilgotnej 95% z dodatkiem 5% 

CO2. Hodowle poddano dziağaniu lenzozydu Aɓ w stňŨeniach  5, 10, 15, 25 i 50 ɛg/ml. Czas 

inkubacji wynosiğ 24 oraz 48 godzin. KoŒcowe stňŨenie DMSO w podğoŨu hodowlanym nie 

przekraczağo 0,25%.   

 

3.4. Metody  
 

3.4.1. Spektroskopia FTIR modelowych bğon lipidowych sporzŃdzonych z DPPC  

Do badaŒ wykorzystano wielowarstwowe liposomy, kt·re sporzŃdzono wedğug 

procedury opisanej w podpodrozdziale 3.3.1.1 Pr·bki po ğagodnym wirowaniu, zostağy 

umieszczone na krysztale ATR przez odparowanie wody destylowanej z dodatkiem D2O 

(pH 7,4). Widma absorpcji w podczerwieni rejestrowano stosujŃc spektrometr z 

transformatŃ Fouriera (ATR-FTIR) (Nicolet iS50R, Thermo Scientific, USA) 

[Pawlikowska-Pawlňga i in. 2014]. Podczas pomiar·w pr·bki byğy przedmuchiwane 

argonem. Dla kaŨdego pomiaru zbierano 10 skan·w. Widma absorpcji zbierano w obszarze 

pomiňdzy 4000 a 400 cm-1 z uwzglňdnieniem jednego punktu pomiarowego co 2 cm-1. 
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DoŜwiadczenia przeprowadzono w temperaturze 21ÁC. Analizy spektralne przeprowadzono 

z uŨyciem oprogramowania Grams Al z ThermoGalactic (USA).   

 

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

kom·rek wybranych  linii kom·rkowych  

Kom·rki  inkubowano odpowiednio przez 24 i 48 godzin w temperaturze 37ÁC bez 

obecnoŜci lenzozydu Aɓ (kontrola), a takŨe w obecnoŜci 15 ɛg/ml lenzozydu Aɓ. Nastňpnie 

podğoŨe usuwano a monowarstwň kom·rek przemywano kilkukrotnie PBS-em. Kom·rki 

zostağy delikatnie zeskrobane za pomocŃ skrobak·w kom·rkowych  i zawieszone w buforze 

fosforanowym z 5% dodatkiem wody ciňŨkiej (D2O). Pr·bki po ğagodnym wirowaniu, 

zostağy umieszczone na krysztale ATR przez odparowanie buforu PBS z dodatkiem D2O 

(pH 7,4).  Widma absorpcji w podczerwieni  kom·rek rejestrowano stosujŃc spektrometr z 

transformatŃ Fouriera (ATR-FTIR) [Pawlikowska-Pawlňga i in. 2014]. Podczas pomiar·w 

pr·bki byğy przedmuchiwane argonem. Widma rejestrowano za pomocŃ spektrometru 

Nicolet iS50R (Thermo Scientific, USA). Zbierano 10 skan·w dla kaŨdego pomiaru. Widma 

absorpcji zbierano  co jeden punkt pomiarowy czyli co 2 cm-1, w obszarze pomiňdzy 4000 a 

400 cm-1. Jak tğo stosowano czysty krysztağ. DoŜwiadczenia byğy przeprowadzone w 

temperaturze 21ÁC. Analizy spektralne  wykonano z uŨyciem oprogramowania Grams Al z 

ThermoGalactic (USA).   

 

3.4.3. JŃdrowy rezonans magnetyczny (1H NMR) bğon lipidowych sporzŃdzonych z 

DPPC  

Liposomy wielowarstwowe do doŜwiadczenia przygotowano wedğug procedury 

opisanej w podpodrozdziale 3.3.1.2. Mieszaninň DPPC  i LAɓ przelano do specjalnych 

prob·wek NMR o Ŝrednicy 5 mm. Widma zostağy zarejestrowane  przy pomocy 

spektrometru NMR Brucker Avance 300 (Niemcy). Pomiar wykonywano w temperaturze 

60ÁC w pulsacyjnym gradiencie pola. SzerokoŜĺ okna spektralnego wynosiğa 4496 Hz, a 

rozdzielczoŜĺ cyfrowa 0,137 Hz. SzerokoŜĺ impulsu byğa r·wna 0,6 Õs, natomiast czas 

akwizycji i op·Ŧnienia wynosiğ odpowiednio 3,64 s i 1s.  
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3.4.4. Mikroskopia obrazowania czas·w Ũycia fluorescencji (FLIM) wielkich 

jednowarstwowych liposom·w z wbudowanym lenzozydem Aɓ 

W doŜwiadczeniach wykorzystano wielkie jednowarstwowe liposomy przygotowane 

metoda elektroformacji (podrozdziağ 3.3.1.3). Do badaŒ uŨyto mikroskopu optycznego 

OLYMPUS IX71 (OLYMPUS, Japonia) poğŃczonego z systemem konfokalnym MicroTime 

200 (PicoQuant, GmbH, Niemcy). Za pomocŃ p·ğprzewodnikowego lasera impulsowego 

generowano wiŃzkň wzbudzajŃcŃ o dğugoŜci fali 405 nm. Do zogniskowania wiŃzki 

laserowej na pr·bce wykorzystano obiektyw immersyjny (OLYMPUS, Japonia) o aperturze 

numerycznej r·wnej 1,2. Na drodze wiŃzki wzbudzajŃcej wstawiono przesğonň o Ŝrednicy 

50 Õm, kt·ry umoŨliwiağa wybranie pojedynczej pğaszczyzny ogniskowej oraz filtr 

interferencyjny ZT 405RCD (Semrock, USA) zapewniajŃcy monochromatycznoŜĺ Ŝwiatğa 

wzbudzajŃcego. Aby zapobiec rejestracji kwant·w rozproszonych na drodze wiŃzki 

emisyjnej (przed detektorem) wstawiono filtr pasmowy HQ 430lp. Za pomocŃ diody 

lawinowej (APD) poğŃczonej z ukğadem HydraHarp400 (PicoQuant, Niemcy) 

skorelowanym w czasie zliczania pojedynczych foton·w (TCSPC, ang. Time 64 Correlated 

Single Photon Counting) rejestrowano fotony fluorescencyjne. Dane analizowano przy 

uŨyciu pakietu oprogramowania SymPhoTime 64 (PicoQuant, Niemcy). W pomiarach 

anizotropii dwie skğadowe polaryzacji emisji fluorescencji zostağy rozdzielone za pomocŃ 

moduğu polaryzacyjnego (ang. polarizing cube) i skierowane na dwa detektory, przed 

kt·rymi ustawiono filtry polaryzacyjne, oczyszczajŃce dodatkowo wiŃzkň docierajŃcŃ do 

detektora. Anizotropia fluorescencji zostağa okreŜlona na podstawie poniŨszego wzoru i 

wartoŜci fluorescencji prostopadğej (Fƍ) i r·wnolegğej (FƐ) do kierunku polaryzacji wiŃzki 

wzbudzajŃcej:  

r = (FƐ ī GFƍ)/(FƐ + 2GFƍ) (1) 

Przed pomiarem okreŜlono instrumentalny wsp·ğczynnik korygujŃcy (G). Wsp·ğczynnik G 

jest stosunkiem czuğoŜci detektor·w na Ŝwiatğo spolaryzowane w kierunku prostopadğym i 

r·wnolegğym do kierunku polaryzacji wiŃzki wzbudzajŃcej. 

Dziňki uŨytemu systemowi jednoczeŜnie rejestrowano anizotropiň i czas Ũycia fluorescencji 

pr·bek. IntensywnoŜĺ zaniku fluorescencji analizowano w kategoriach modelu 

wykğadniczego stosujŃc oprogramowanie SymPhoTime 64 v. 2.1  (PicoQuant, Niemcy). 
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Na podstawie zaleŨnoŜci: 

                                                     

obliczono Ŝredni kŃt orientacji pomiňdzy kierunkiem przejŜcia dipolowego czŃsteczek 

wbudowanych w dwuwarstwň lipidowŃ a osiŃ normalnŃ do pğaszczyzny bğony (v). W 

badaniach analizowano 20 liposom·w GUV.  

 

3.4.5. R·Ũnicowa kalorymetria skaningowa (DSC) wielkich jednowarstwowych 

liposom·w (GUV) 

 W badaniach kalorymetrycznych stosowano wielkie jednowarstwowe liposomy 

DPPC otrzymane metodŃ elektroformacji lipidu z buforem (podrozdziağ 3.1.3). DPPC 

rozpuszczono w etanolu. Utworzone liposomy wirowano za pomocŃ wir·wki I Fuge M12P 

Neuation (EQLAB, Polska) z prňdkoŜciŃ 7000 obr./min przez 3 minuty. Pr·bki przed 

wstrzykniňciem do kalorymetru odgazowano. Do pomiar·w kalorymetrycznych pobrano     

220 ml zawiesiny zwirowanych liposom·w.  

Do badaŒ stosowano r·Ũnicowany skaningowy kalorymetr MicroCal VP-Capillary 

DSC firmy GE Healthcare (USA). Dolne frakcje zawiesiny liposom·w zebrane po 

wirowaniu (wraz z osadem) wstrzykiwano do kom·rki kalorymetru przeznaczonej na pr·bkň 

badanŃ. Do drugiej kom·rki (referencyjnej) wstrzykiwano takŃ samŃ objňtoŜĺ buforu. 

Pomiary wykonywano przy ciŜnieniu 0,28 MPa, prňdkoŜci skanowania temperatur 

(70Á/godz.) w temperaturach od 35 ÁC do 50 ÁC. W celu otrzymania linii odniesienia 

przeprowadzono pomiar, gdzie do obu kom·rek nastrzykiwano bufor. Od termogram·w 

otrzymanych dla badanych pr·bek odejmowano termogram buforu w celu otrzymania 

krzywej samej pr·bki. Do analizy krzywych DSC wykorzystano program VPViewer2000.  

 

3.4.6. Pomiary patch-clamp fibroblast·w sk·ry czğowieka (HSF) 

Technika patch- clamp umoŨliwi  badanie strumieni jon·w przepğywajŃcych przez 

pojedyncze kanağy w bğonach kom·rkowych. AktywnoŜĺ kanağ·w potasowych rejestrowano 

w konfiguracji inside-out stosujŃc gradient jon·w K+ i Na+. Do pomiar·w uŨyto dw·ch 
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roztwor·w. W komorze znajdowağ siň roztw·r o pH 7,3 zawierajŃcy 140 mM  glukonianu 

sodu, 4 mM KCl, 2 mM CaCl2, 10 mM Hep natomiast wewnŃtrz mikropipety znajdowağ siň 

roztw·r zawierajŃcy 140 mM glukonianu potasu, 4 mM NaCl, 2 mM MgCl2 o pH 7,3.  

Pomiary wykonywano  na ğatkach z ludzkich kom·rek fibroblast·w sk·ry w konfiguracji 

inside-out. Aby wykluczyĺ aktywnoŜĺ kanağ·w chlorkowych uŨyto anionu glukonianu. 

Pipety pomiarowe zostağy wykonane z borokrzemianowych kapilar o Ŝrednicy 2 Õm. 

Pomiary prŃd·w jonowych zostağy wykonane przy uŨyciu rejestratora Axopatch 200B 

amplifier (Axon Instruments). Dane zostağy przefiltrowane przy uŨyciu 10 kHz filtra 

dolnoprzepustowego oraz zdigitalizowane przy czňstotliwoŜci pr·bkowania wynoszŃcej 20 

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

 

3.4.7. Test ŨywotnoŜci kom·rek metodŃ czerwieni obojňtnej (NR) 

Metoda pobierania czerwieni obojňtnej (ang. Neutral Red Uptake Assay) przez 

lizosomy Ũywych kom·rek, polega na ocenie integralnoŜci bğony kom·rkowej. CzerwieŒ 

obojňtna w kom·rkach z prawidğowŃ bğonŃ kom·rkowŃ jest zatrzymywana wewnŃtrz 

kom·rki, podczas gdy w kom·rkach z uszkodzonŃ bğonŃ barwnik ten jest uwalniany do 

roztworu. IntensywnoŜĺ zabarwienia jest wprost proporcjonalna do iloŜci barwnika 

wychwyconego przez lizosomy Ũywych kom·rek. Pomiar spektrofotometryczny dotyczy 

iloŜci barwnika, kt·ry pozostaje w kom·rkach, w zwiŃzku z czym pozwala na ocenň iloŜci 

Ũywych kom·rek z nieuszkodzonŃ bğonŃ cytoplazmatycznŃ [Pawlikowska-Pawlňga i in., 

2014].  

DoŜwiadczenie przeprowadzono na pğytkach 96-doğkowych. Do hodowli o gňstoŜci 

1 x 10 5 kom·rek/ml, po zlaniu podğoŨa hodowlanego, dodawano po 100 Õl odpowiednich 

rozcieŒczeŒ lenzozydu Aɓ w pğynie hodowlanym z 2% dodatkiem pğodowej surowicy 

bydlňcej. Po 24 i 48 godzinach inkubacji w warunkach standardowych, usuwano pğyn 

hodowlany. Do wszystkich doğk·w dodawano po 100 Õl odczynnika NR (rozpuszczonego 

dzieŒ przed uŨyciem w medium hodowlanym do stňŨenia 40 Õg/ml, przed uŨyciem 

odwirowanego przy 1500 obr./min. przez 5 minut, w celu usuniňcia powstağych krysztağ·w). 

Po 3 godzinach inkubacji w warunkach standardowych usuwano NR z pğytki i 

przepğukiwano kaŨdy doğek roztworem  utrwalacza (200 Õl)  (0,5% roztw·r formaliny w 1% 

CaCl2). Po 2 minutach usuwano utrwalacz, a do doğk·w dodawano po 100 Õl roztworu 
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rozpuszczalnika (1% lodowaty kwas octowy w 50% etanolu)  i ekstrahowano przez 20 minut 

w temperaturze pokojowej. Po tym czasie oznaczono spektrofotometrycznie absorbancjň 

przy dğugoŜci fali ɚ=550 nm uŨywajŃc czytnika pğytek firmy Molecular Devices. KaŨdŃ 

analiza byğa wykonana w trzech powt·rzeniach. Aby okreŜliĺ r·Ũnice statystyczne miňdzy 

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

 

3.4.8. Test ŨywotnoŜci kom·rek LIVE/DEAD  

PodstawŃ testu jest r·Ũna przepuszczalnoŜĺ Ũywych i martwych kom·rek w stosunku 

do mieszaniny dw·ch barwnik·w fluorescencyjnych: SYTO 10 i DEAD Red. SYTO 10 jest 

barwnikiem zielonej fluorescencji i wybarwia kom·rki Ũywe czyli z nienaruszonŃ bğonŃ 

kom·rkowŃ.  DEAD red jest barwnikiem czerwonej fluorescencji i wybarwia tylko kom·rki 

z uszkodzonŃ bğonŃ [Mitchell i in., 1998]. Do sporzŃdzenia mieszaniny barwiŃcej uŨyto po 

2 Õl barwnika SYTO 10 i barwnika DEAD red, kt·re rozpuszczono w 1 ml buforu HBSS.  

Kom·rki byğy inkubowane z badany zwiŃzkiem w stňŨeniu 5, 10, 15, 25 i 50 Õg/ml 

przez 24 i 48 godzin. Po tym czasie kom·rki przepğukano buforem HBSS. Po zlaniu buforu 

dodano 250 Õl roztworu mieszaniny barwnik·w i  kom·rki inkubowano przez 15 minut w 

ciemnoŜci w temperaturze pokojowej. Nastňpnie kom·rki przepğukano buforem HBSS a 

p·Ŧniej utrwalano przez godzinň w  4 % roztworze aldehydu glutarowego w buforze HBSS. 

Kom·rki ponownie przepğukano ŜwieŨym buforem HBSS. Obserwacje prowadzono przy 

uŨyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Labophot 2 przy dğugoŜci fali 490 nm. Analizie 

poddano 1000 kom·rek z losowo wybranych miejsc. Badanie wykonano w trzech 

powt·rzeniach. W celu okreŜlenia r·Ũnic statystycznych miňdzy grupami zastosowano test 

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

 

3.4.9. Barwienie kom·rek jodkiem propidionowym i Hoechstem 33342 

Metoda ta umoŨliwia identyfikacjň kom·rek apoptotycznych i nekrotycznych  na 

podstawie fluorescencji barwnik·w wiŃŨŃcych siň z DNA. W oznaczeniu wykorzystano dwa 

barwniki: jodek propidionowy, kt·ry jest barwnikiem r·Ũowej fluorescencji martwych 

kom·rek i nieselektywnie ğŃczy siň do dwuniciowego DNA (dsDNA) co 4-5 par zasad oraz 

Hoechst 33342 bňdŃcy barwnikiem niebieskiej fluorescencji, kt·ry przenika zar·wno do 
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kom·rek Ũywych jak i apoptotycznych i wbudowuje siň do dsDNA w miejscach bogatych 

w adeninň i tyminň [Jankowska i in., 1997]. Do sporzŃdzenia mieszaniny barwiŃcej uŨyto: 

¶ jodek propidionowy - 300 Õl (stňŨenie wyjŜciowe 0,5 mg/ml) 

¶ Hoechst 33342         - 200 Õl (stňŨenie wyjŜciowe 0,4 mg/ml) 

¶ woda destylowana   -  500 Õl  

Odpowiednio przygotowanŃ mieszaninň barwnik·w dodawano w objňtoŜci 2,5 Õl 

na 1 ml poŨywki zawierajŃcej kom·rki. Nastňpnie inkubowano je w ciemnoŜci przez 5 minut 

w temperaturze 37ÁC. Po tym czasie dokonano analizy kom·rek pod mikroskopem 

fluorescencyjnym Nikon Labophot 2 przy dğugoŜci fali 420 nm. W obrazie mikroskopowym 

analizowano iloŜĺ kom·rek apoptotycznych, nekrotycznych oraz prawidğowych. Jodek 

propidionowy powodowağ r·Ũowe zabarwienie kom·rek nekrotycznych, natomiast barwnik 

Hoechst 33342 wybarwiağ jŃdra kom·rek prawidğowych na niebiesko, jednoczeŜnie 

powodujŃc jasnoniebieskie Ŝwiecenie kom·rek apoptotycznych. Do okreŜlenia r·Ũnic 

statystycznych miňdzy grupami zastosowano test t-Studenta, gdzie wartoŜci p <0,05 uznano 

za istotne statystycznie. Do obliczeŒ brano pod uwagň 1000 kom·rek z losowo wybranych 

miejsc. KaŨdŃ analizň wykonano w trzech powt·rzeniach.  

 

3.4.10. Analiza kom·rek cytometrem przepğywowym 

JednŃ ze zmian zachodzŃcych w kom·rce podczas procesu apoptozy jest 

przemieszczenie fosfatydyloseryny z wewnňtrznej do zewnňtrznej warstwy fosfolipidowej 

bğony kom·rkowej. Aneksyna V swoiŜcie wiŃŨe siň z fosfatydyloserynŃ i pozwala na jej 

wykrycie w bğonie kom·rkowej. Zastosowanie jednoczesnego barwienia aneksynŃ V 

sprzňŨonŃ z izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC) i jodkiem propidyny (PI) pozwala na 

wykrycie kom·rek z uszkodzonŃ bğonŃ kom·rkowŃ [Bartnik i in., 2016]. 

Kom·rki inkubowano z badanym zwiŃzkiem w stňŨeniach 5, 10, 15,  25 i 50 ug/ml 

przez 24 i 48 godzin i wykonano cytometrycznŃ analizň kom·rek apoptotycznych i 

nekrotycznych z wykorzystaniem testu aneksyny V- FITC/ PI. W tym celu kom·rki pğukano 

buforem PBS bez jon·w Ca2+/Mg2+, a nastňpnie inkubowano z roztworem trypsyny w EDTA 

przez 3 minuty. Po odklejeniu kom·rek, do pğytek hodowlanych dodawano pğyn hodowlany 
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wzbogacony 10% surowicŃ w celu  inaktywacji trypsyny. Nastňpnie, kom·rki zbierano do 

prob·wek pomiarowych o pojemnoŜci 15 ml i wirowano (1000 obr./min) przez 5 minut. Po 

dwukrotnym przepğukaniu kom·rek PBS (bez jon·w Ca2+/Mg2+) i zwirowaniu,  zawieszano 

je w  buforze wiŃŨŃcym. Do prob·wek pomiarowych zawierajŃcych po 100 ɛl zawiesiny 

kom·rkowej dodawano po 5 ɛl roztworu Aneksyny V i 10 ɛl roztworu PI. W dalszym etapie 

kom·rki inkubowano w ciemnoŜci w temperaturze pokojowej przez 15 minut. Po czym, do 

kaŨdej prob·wki dodawano po 400 ɛl buforu wiŃŨŃcego. W przeciŃgu 1 godziny od 

zakoŒczenia procesu barwienia przeprowadzano analizň Ũywych i martwych kom·rek przy 

uŨyciu cytometru przepğywowego FACS Calibur. Fluorescencjň barwnik·w mierzono w 

kanağach FL1- i FL-3. 

Metoda ta pozwala wykryĺ 4 populacje kom·rek: 

¶ nie wiŃŨŃce aneksyny i nie wiŃŨŃce PI (An-/PI-) czyli kom·rki Ũywe 

¶ wiŃŨŃce aneksynň i nie wiŃŨŃce PI (An+/PI-), kom·rki wczesnoapoptotyczne 

¶ wiŃŨŃce aneksynň i wiŃŨŃce PI (An+/PI+), kom·rki p·Ŧnoapoptotyczne 

¶ nie wiŃŨŃce aneksyny i wiŃŨŃce PI (An-/PI+), kom·rki nekrotyczne 

 

3.4.11. Pomiary parametr·w morfometrycznych kom·rek wybranych linii 

kom·rkowych  

Kom·rki uŨyte do badaŒ byğy inkubowane z lenzozydem Aɓ w stňŨeniu 15 ɛg/ml 

przez 24 godziny. Kom·rki delikatnie zeskrobywano przy uŨyciu skrobaka do kom·rek, a 

nastňpnie utrwalano w 4% roztworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze 

kakodylanowym przez 2 godziny i 1% czterotlenku osmu przez nastňpne 2 godziny. 

Procedurň przeprowadzono w temperaturze 4ÁC. Nastňpnie kom·rki byğy odwadniane w 

szeregu alkohol·w i aceton·w  a w dalszej kolejnoŜci zatapiane w Ũywicy LR White. 

P·ğcienkie skrawki pociňto noŨem diamentowym na mikrotomie RMC MT - XL (Tucson, 

Arizona, USA). Nastňpnie skrawki zabarwiano 1% bğňkitem toluidynowym i analizowano 

pod mikroskopem Ŝwietlnym Olympus BX40 wyposaŨonym w aparat cyfrowy Soft Imaging 

System (SIS) Color View III. Analizň morfometrycznŃ przeprowadzono przy 40-krotnym 

powiňkszeniu. W analizie uwzglňdniano dğugoŜĺ, szerokoŜĺ, pole powierzchni, obw·d oraz 

Ŝrednice kom·rek. Analizowano 1000 kom·rek z 20 r·Ũnych miejsc. R·Ũnice statystyczne 
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miňdzy grupami okreŜlono za pomocŃ testu t-Studenta, gdzie wartoŜci p <0,05 uznano za 

istotne statystycznie.  

 

3.4.12. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)    

Kom·rki nowotworowe linii HeLa i Hep-2 oraz kom·rki prawidğowe (linia HSF) byğy 

inkubowane z lenzozydem Aɓ w stňŨeniach 5, 10, 15, 25 i 50 ɛg/ml przez 24 i 48 godzin. 

Nastňpnie zlewano poŨywkň i pğukano kom·rki buforem PBS. Kom·rki utrwalano w 4% 

aldehydzie glutarowym w 100 mM buforze kakodylanowym przez 1 godzinň i 1% 

czterotlenku osmu przez nastňpne 1,5 godziny. Procedurň przeprowadzono w temperaturze 

4ÁC. Nastňpnie kom·rki odwadniano w rosnŃcym szeregu stňŨeŒ roztwor·w acetonu (30-

100%) w temperaturze pokojowej, suszono w punkcie krytycznym oraz napylono zğotem w 

napylarce Emitech K550X. Pr·bki obserwowano przy uŨyciu mikroskopu TESCAN Vega 3 

LMU (Czechy). 

 

3.4.13. Transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM)  

Do zbadania ultrastruktury kom·rek zastosowano transmisyjny mikroskop 

elektronowy. Kom·rki (linii HeLa, Hep-2, HSF), po zlaniu podğoŨa hodowlanego, 

przemywano buforem PBS i utrwalano przez 2 godziny w 4 % roztworze aldehydu 

glutarowego w 0,1 M buforze kakodylanowym o pH 7,4. Po tym czasie, zlano roztw·r 

utrwalacza i przepğukano kom·rki 0,1 M buforem kakodylanowym. Nastňpnie kom·rki 

utrwalano przez 1,5 godziny w 1 % roztworze czterotlenku osmu w  0,1 M buforze 

kakodylanowym o pH 7,4 i ponownie pğukano 0,1 M buforem kakodylanowym. Procedurň 

prowadzono w temperaturze 4 ÜC. Kolejnym etapem byğo odwodnienie kom·rek w 

rosnŃcym szeregu acetonu (30 -100%) w temperaturze pokojowej. Tak przygotowane 

kom·rki przesycano mieszankami acetonu i Ũywicy LR White (odpowiednio w stosunku 

3:1, 1:1, 1:3 acetonu do Ũywicy) przez 2 godziny kaŨda, a nastňpnie zatapiano w czystej 

Ũywicy (2x 3 godziny) i polimeryzowano w temperaturze 55 Ü C przez cağŃ noc. Zatopiony 

materiağ trymowano i ciňto na ultracienkie skrawki o gruboŜci 65-75 nm za pomocŃ 

mikrotomu RMC MT ï XL (Tucson, Arizona, USA). Skrawki umieszczono na miedzianych 

siatkach a nastňpnie kontrastowano przy uŨyciu octanu uranylu i odczynnika Reynoldsa 
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(podrozdziağ 4.13.1). Preparaty oglŃdano w transmisyjnym mikroskopie elektronowym 

Zeiss EM 900 (Carl Zeiss, Niemcy).  

 

3.4.13.1. Kontrastowanie preparat·w do transmisyjnego mikroskopu elektronowego 

 

Na szalce Petriego poğoŨono pğytkň parafinowŃ i naniesiono kilka kropli octanu 

uranylu. Nastňpnie za pomocŃ pňsetki na kropli umieszczono siatkň miedzianŃ  z 

preparatami (stronŃ lŜniŃcŃ do kropli) i zamkniňto szalkň. Preparaty inkubowano przez 15-

20 minut. Po tym czasie odciŃgniňto octan uranylu przy uŨyciu bibuğki i pğukano siatki w 

wodzie redestylowanej wygotowanej do poğowy objňtoŜci. Nastňpnie siatki umieszczono w 

kropli odczynnika Reynoldsa (azotan oğowiu, cytrynian sodu, pH 12) na szalce z dodatkiem 

ğusek NaOH (w celu wiŃzania nadmiaru CO2). Siatki barwiono przez 13 minut a p·Ŧniej 

odciŃgniňto odczynnik Reynoldsa i pğukano w trzech zmianach wody redestylowanej. Siatki 

suszono na bibule w szalce Petriego.  

 

3.4.16. Barwienie kom·rek dihydrorodaminŃ (DHR) 123 

Barwienie dihydrorodaminŃ 123 pozwala na wykrycie stresu oksydacyjnego 

pojawiajŃcego siň w kom·rkach. Barwnik DHR 123 nie posiada ğadunku dziňki czemu moŨe 

biernie dyfundowaĺ w poprzek bğony. W cytoplazmie kom·rki dihydrorodamina jest 

utleniana przez reaktywne formy tlenu (ROS) do kationowej rodaminy 123, kt·ra lokalizujŃc 

siň w mitochondriach daje zielonŃ fluorescencjň [Viladevall i in., 2004].  

Do hodowli kom·rkowych dodawano lenzozyd Aɓ w stňŨeniach 5, 10, 15, 25 i 50 

Õg/ml i inkubowano przez 24 i 48 godzin. Nastňpnie kom·rki przepğukiwano buforem PBS  

i zawieszano w buforze PBS o pH 7,4, po czym dodawano barwnik DHR 123 do uzyskania 

koŒcowego stňŨenia 0,5 Õg/ml i inkubowano przez 15 minut w temperaturze 37ÁC. 

Obserwacje prowadzono przy uŨyciu mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Labophot 2 

uŨywajŃc filtra B-2A. Do obliczeŒ brano pod uwagň 1000 kom·rek z losowo wybranych 

miejsc. KaŨdy pomiar wykonano w trzech powt·rzeniach. Do okreŜlenia r·Ũnic 

statystycznych miňdzy grupami zastosowano test t-Studenta, gdzie wartoŜci p <0,05 uznano 

za istotne statystycznie. 
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IV. Wyniki  
 

4.1. Interakcje lenzozydu Aɓ z  liposomami utworzonymi z    

dipalmitylofosfatydylocholiny (DPPC) 

 W badaniach zastosowano spektroskopiň absorpcyjnŃ w podczerwieni z transformatŃ 

Fouriera (FTIR), kt·ra jest czuğŃ technikŃ umoŨliwiajŃcŃ analizy oddziağywaŒ 

molekularnych, miňdzy innymi w bğonach lipidowych. Metoda ta umoŨliwia zbadanie 

wpğywu dodatkowych skğadnik·w na wğaŜciwoŜci bğony jak r·wnieŨ wpğyw samej bğony na 

znajdujŃce siň w niej czŃsteczki. W widmach absorpcyjnych czystych liposom·w 

naniesionych na krysztağ ATR poprzez odparowanie buforu na bazie D2O sŃ widoczne 

pasma odpowiadajŃce r·Ũnym drganiom. Obszar w zakresie 3500-3000 cm-1 jest 

charakterystyczny dla drgaŒ rozciŃgajŃcych OïH. Region 2800-3000 cm-1 odpowiada 

drganiom rozciŃgajŃcym (symetrycznym i antysymetrycznym) grup ï CH2 i ï CH3 , kt·rych 

maksima sŃ  przy 2916 cm-1 i 2849 cm-1. Drgania rozciŃgajŃce estrowych grup 

karbonylowych DPPC wystňpujŃ przy 1734 cm-1. Pasmo przy 1468 cm-1 reprezentowane 

jest przez drgania noŨycowe grup ïCH2, zaŜ pasmo 1378 cm
-1 odpowiada drganiom 

parasolowym grup ï CH3. W obszarze grup polarnych fosfolipid·w  obecne sŃ trzy gğ·wne 

pasma reprezentujŃce drgania antysymetryczne rozciŃgajŃce grup ï PO2
- (1242 cm-1), 

symetryczne rozciŃgajŃce grup ï PO2
- (1090 cm-1) czňŜciowo nachodzŃce na pasmo 

reprezentujŃce drgania rozciŃgajŃce ugrupowania CïOïPïOïC oraz pasmo odpowiadajŃce 

drganiom antysymetrycznym rozciŃgajŃcym grupy N+ï CH3 (969 cm-1). Tak wiňc, analiza 

widm FTIR umoŨliwia badania oddziağywania r·Ũnych czŃsteczek z lipidami w bğonie, w 

r·Ũnych jej rejonach.  

Ryciny 17-18 przedstawiajŃ widma absorpcji w podczerwieni czystych liposom·w 

utworzonych z DPPC, liposom·w z dodatkiem lenzozydu Aɓ (LAɓ) oraz widmo r·Ũnicowe. 

Widma byğy normalizowane przy maksimum pasma 1467 cm-1 charakterystycznego dla 

drgaŒ noŨycowych grup ï CH2.  

Wbudowanie badanego flawonoidu do modelowych bğon lipidowych spowodowağo 

wyraŦne efekty w r·Ũnych regionach dwuwarstwy lipidowej. Analiza widm wykazağa 

obecnoŜĺ szerokiego pasma z maksimum przy 3367 cm-1 o duŨej intensywnoŜci 

charakterystycznego dla drgaŒ rozciŃgajŃcych OïH (Ryc. 17 A). Pasmo to wskazuje na 

zwiňkszone przyğŃczanie czŃsteczek wody przez  pr·bki lipidu z dodatkiem flawonoidu  za 
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pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. Ujemne pasma w widmie r·Ũnicowym  z maksimami przy 

2910 i 2845 cm-1 odpowiadajŃce drganiom rozciŃgajŃcym (symetrycznym i 

antysymetrycznym) grup ï CH2  ğaŒcuch·w alkilowych zostağy przesuniňte w kierunku 

niŨszych liczb falowych, co potwierdza, niewielkie upğynniajŃce dziağanie zwiŃzku w 

stosunku do frakcji lipidowej (Ryc. 17 A). Najprawdopodobniej jest to zwiŃzane z mniej 

zwartym uğoŨeniem czŃsteczek lipidowych zwiŃzanym z obecnoŜciŃ badanego zwiŃzku. 

JednoczeŜnie w widmie r·Ũnicowym przedstawionym na rycinie 1 B moŨemy obserwowaĺ 

obecnoŜĺ ujemnego pasma z maksimum przy 1735 cm-1.  Obserwuje siň r·wnieŨ  pasmo 

przesuniňte w kierunku niŨszych czňstoŜci (1655 cm-1 ) z dodatkowym ramieniem przy 1686 

cm-1, charakteryzujŃce siň zwiňkszonŃ intensywnoŜciŃ (Ryc. 17 B). Jest to zwiŃzane z 

przyğŃczaniem przez lenzozyd Aɓ czŃsteczek wody za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. 

ZnaczŃce i wyraŦne zmiany, zwiŃzane z obecnoŜciŃ badanego zwiŃzku w modelowych 

bğonach, wykazano w obszarze drgaŒ symetrycznych rozciŃgajŃcych grup ï PO2
- (1090 cm-

1) oraz  grupy CïOïPïOïC (1068 cm -1) lipidu, gdzie nastŃpiğ wzrost intensywnoŜci tych 

pasm (Ryc. 18). Wskazuje to wyraŦnie na miejsce interakcji badanego zwiŃzku oraz 

oddziağywanie pomiňdzy gğowami hydrofilowymi lipidu a  badanym zwiŃzkiem  za pomocŃ 

wiŃzaŒ wodorowych.  

 

Ryc. 17. A - widma absorpcyjne z rejonu 3700-2500 cm-1, B - widma absorpcyjne z rejonu 1800 ï 

1350 cm-1. Widma absorpcyjne liposom·w sporzŃdzonych z czystego DPPC (linia ciŃgğa), 

liposom·w DPPC z dodatkiem lenzozydu Aɓ  (linia czerwona, przerywana), czystego lenzozydu Aɓ 

(wykres na dole, czerwona, przerywana linia) oraz widmo r·Ũnicowe (wykres na dole, linia ciŃgğa). 
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Ryc. 18. Widma FTIR liposom·w w przedziale 1300-900 cm-1 uformowanych z DPPC (linia 

ciŃgğa), liposom·w DPPC z dodatkiem lenzozydu Aɓ (linia przerywana), czystego lenzozydu Aɓ 

(LAɓ) (wykres na dole, linia przerywana) oraz widmo r·Ũnicowe (wykres na dole, linia ciŃgğa). 

 

4.2.  Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z hodowli in 

vitro 

Odziağywanie lenzozydu Aɓ na kom·rki z linii HeLa, Hep-2 i HSF badano na poziomie 

molekularnym technikŃ absorpcyjnej spektroskopii w podczerwieni z transformatŃ Fouriera 

(FTIR). Kom·rki byğy inkubowane z lenzozydem w stňŨeniu 15 Õg/ml przez 24 i 48 godzin. 

4.2.1. Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z linii HeLa po 24 

godzinach inkubacji 

Rycina 19 przedstawia widma absorpcyjne w podczerwieni  kom·rek kontrolnych raka 

szyjki macicy czğowieka (HeLa) i inkubowanych z lenzozydem Aɓ oraz widmo r·Ũnicowe. 

Widma byğy normalizowane polem z obszaru 2500 - 3800 cm-1 charakterystycznym dla 
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drgaŒ rozciŃgajŃcych grup C-H (maksimum przy 2923 cm-1) oraz drgaŒ rozciŃgajŃcych grup 

O-H (maksimum przy 3288  cm-1). 

Analiza widm wykazağa obecnoŜĺ szerokiego, ujemnego pasma z maksimum przy 

3288 cm-1 o duŨej intensywnoŜci charakterystycznego dla drgaŒ rozciŃgajŃcych OïH. 

Wskazuje to, Ũe flawonoid powoduje zmniejszone przyğŃczanie czŃsteczek wody przez 

kom·rki za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. Ponadto, w rejonie odpowiadajŃcym drganiom 

rozciŃgajŃcym estrowych grup karbonylowych (1741 cm-1) nastŃpiğ wzrost intensywnoŜci. 

Dodanie zwiŃzku spowodowağo r·wnieŨ silny efekt w rejonie lipidowym kom·rek (~ 900 -

1200 cm-1).W obszarze gğ·w polarnych fosfolipid·w w pasmach odpowiadajŃcych 

drganiom rozciŃgajŃcym grupy C-O-P-O-C (1056 cm-1) oraz drganiom symetrycznym 

rozciŃgajŃcym grup ï PO2
-
 (1082 cm-1), nastŃpiğ wzrost intensywnoŜci. Wskazuje to 

wyraŦnie na oddziağywanie lenzozydu Aɓ z gğowami hydrofilowymi lipid·w za pomocŃ 

wiŃzaŒ wodorowych.  JednoczeŜnie, lenzozyd Aɓ spowodowağ obniŨenie intensywnoŜci 

pasma z maksimum przy 1237 cm-1 charakterystycznego dla drgaŒ antysymetrycznych 

rozciŃgajŃcych grup ï PO2
- , co wskazuje na przerwanie wiŃzaŒ wodorowych w tym rejonie. 

Dodanie flawonoidu spowodowağo ğagodny efekt w rejonie amidu I (1600-1700 cm-1) oraz 

amidu II (1510-1580 cm-1) biağek. ObecnoŜĺ ujemnego pasma w tym rejonie Ŝwiadczy o 

obniŨeniu iloŜci biağka (Ryc. 19). Aby okreŜliĺ molekularnŃ organizacjň biağek poddano 

analizie rejon amidu I (Ryc. 20). Pasma w rejonie 1700-1600 cm-1 reprezentujŃ r·Ũne 

struktury drugorzňdowe biağek takie jak: antyr·wnolegğe ɓ-kartki (1675-1695 cm-1), Ŭ-helisy 

(1648-1660 cm-1), ɓ-kartki (1625-1640 cm-1), struktury nieuporzŃdkowane  (1652-1660 cm-

1) oraz skrňty (1660-1685 cm-1) [Tamm, Tatulian 1997]. W regionie amidu I  lenzozyd Aɓ 

wyraŦne zmniejszyğ iloŜĺ struktur typu skrňty (1665 cm-1). JednoczeŜnie obserwowano 

zwiňkszenie  iloŜci  struktur biağkowych typu ɓ-kartki (1626 cm-1, 1619 cm-1). Taki wynik 

potwierdza, Ũe badany zwiŃzek powoduje czňŜciowŃ agregacjň biağek.  
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Ryc. 19. Widma absorpcyjne w podczerwieni kom·rek HeLa kontrolnych (czarna linia) i 

inkubowanych z lenzozydem Aɓ (LAɓ) (czerwona, przerywana linia) przez 24 godziny (wykres na 

g·rze) oraz widmo r·Ũnicowe (wykres na dole). 
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Ryc. 20. Widma absorpcyjne z regionu amidu I w kom·rkach linii HeLa (czarna linia) i 

inkubowanych z lenzozydem Aɓ (LAɓ) przez 24 godziny (czerwona, przerywana linia). Na dole 

widmo r·Ũnicowe. 
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4.2.2. Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z linii HeLa po 48 

godzinach inkubacji 

Widma FTIR kom·rek kontrolnych linii HeLa i inkubowanych z badanym zwiŃzkiem 

przez 48 godzin oraz widmo r·Ũnicowe przedstawiono na rycinie 21. Widma zostağy 

znormalizowane do jedynki przy maksimum pasma 980 cm-1 charakterystycznego dla 

antysymetrycznych rozciŃgajŃcych grupy N+ï CH3. 

Badania wğasne wykazağy, Ũe zwiŃzek w niewielkim stopniu wpğywağ na lipidowe 

skğadniki kom·rek raka szyjki macicy (rejon ~ 900 -1200 cm-1) inkubowanych przez 48 

godzin, jednoczeŜnie wywierajŃc znaczŃcy wpğyw na ich skğadniki biağkowe. Po dodaniu 

flawonoidu obserwowano obecnoŜĺ ujemnego pasma z maksimum przy 3285 cm-1  

odpowiadajŃcego drganiom rozciŃgajŃcym grup O-H. Wskazuje to na, zmniejszone 

przyğŃczanie czŃsteczek wody przez kom·rki za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. Niewielkie 

zmiany zaobserwowano w obszarze odpowiadajŃcym drganiom rozciŃgajŃcym grupy C-O-

P-O-C (1081 cm-1), gdzie nastŃpiğo przesuniňcie pasma w kierunku wyŨszych 

czňstotliwoŜci. MoŨe to sugerowaĺ pňkanie wiŃzaŒ wodorowych. WyraŦne zmiany 

odnotowano w rejonie amidu I (1600-1700 cm-1)  i amidu II (1510-1580 cm-1). Ujemne 

pasmo w obszarze amidu I wskazuje na zmniejszenie stňŨenia biağek po inkubacji z 

lenzozydem Aɓ (Ryc. 21). 

AnalizujŃc pasma regionu amidu I (Ryc. 22) zbadano molekularnŃ organizacjň biağek. 

W tym regionie lenzozyd Aɓ zmniejszyğ iloŜĺ struktur typu ɓ-kartki (1627 cm-1). 

JednoczeŜnie  zwiňkszyğ  iloŜĺ  nieuporzŃdkowanych struktur biağkowych (1667 cm-1) jak 

r·wnieŨ  struktur typu pňtle i skrňty (1686 cm-1). Uzyskane wyniki wskazujŃ, Ũe  po 

dğuŨszym czasie inkubacji  flawonoid hamujň syntezň biağek oraz  powoduje ich czňŜciowŃ 

denaturacjň. 
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Ryc. 21. G·rny panel ryciny przedstawia widma FTIR kom·rek linii HeLa kontrolnych (czarna linia) 

i inkubowanych z lenzozydem Aɓ (LAɓ) (czerwona, przerywana linia) przez 48 godzin. Na dolnym 

panelu widoczne jest widmo samego flawonoidu oraz widmo r·Ũnicowe. 
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Ryc. 22. Region amidu I w kom·rkach kontrolnych linii HeLa (g·rny wykres, czarna linia) 

poddanych dziağaniu lenzozydu Aɓ przez 48 godzin (g·rny wykres, przerywana linia). Dolny wykres 

przedstawia widmo r·Ũnicowe. 

 

 



89 

 

4.2.3. Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z linii Hep-2 po 24 

godzinach inkubacji  

Na rycinie 23 przedstawiono widma FTIR kom·rek kontrolnych  raka krtani (Hep-2)  

i inkubowanych z badanym zwiŃzkiem przez 24 godziny oraz widmo r·Ũnicowe.  Podobnie 

jak w przypadku linii HeLa widma byğy normalizowane przy maksimum pasma 

charakterystycznego dla drgaŒ  antysymetrycznych rozciŃgajŃcych grupy N+ï CH3. 

Po dodaniu flawonoidu obserwowano obecnoŜĺ szerokiego, ujemnego pasma z 

maksimum przy 3286 cm-1 charakterystycznego dla drgaŒ rozciŃgajŃcych OïH (Ryc. 23). 

Pasmo to wskazuje, Ũe lenzozyd Aɓ powoduje zmniejszone przyğŃczanie czŃsteczek wody 

przez kom·rki za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. Lenzozyd Aɓ nie wpğywağ na rejon lipidowy 

kom·rek (~ 900 -1200 cm-1) oraz na rejon amidu I (1600-1700 cm-1) (Ryc. 24). 
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Ryc. 23. Widma FTIR kom·rek raka krtani z hodowli kontrolnej (g·rny wykres, czarna linia) oraz 

kom·rek traktowanych LAɓ przez 24 godziny (g·rny wykres, czerwona, przerywana linia). Na 

dolnym wykresie przestawiono widma czystego zwiŃzku oraz widmo r·Ũnicowe. 
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Ryc. 24. Wpğyw lenzozydu Aɓ na region amidu I w kom·rkach kontrolnych linii Hep-2 i 

inkubowanych z lenzozydem Aɓ przez 24 godziny. 

 

4.2.4. Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z linii Hep-2 po 48 

godzinach inkubacji 

Rycina 25 przedstawia wyniki analiz spektroskopowych  kom·rek kontrolnych Hep-2  

i traktowanych badanym zwiŃzkiem przez 48 godzin oraz widmo r·Ũnicowe. Podobnie jak 

wczeŜniej widma zostağy znormalizowane przy maksimum pasma charakterystycznego dla 

drgaŒ antysymetrycznych rozciŃgajŃcych grupy N+ï CH3. 

Analiza widm wykazağa obecnoŜĺ szerokiego, dodatniego pasma z maksimum przy 

3289 cm-1 o duŨej intensywnoŜci charakterystycznego dla drgaŒ rozciŃgajŃcych OïH. Taki 

wynik wskazuje na to, Ũe lenzozyd Aɓ zwiňksza przyğŃczanie czŃsteczek wody przez 

kom·rki za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. Dodanie flawonoidu spowodowağo r·wnieŨ silny 
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efekt w rejonie lipidowym kom·rek (~ 900 -1200 cm-1). W rejonie grup polarnych 

fosfolipid·w, w pasmie odpowiadajŃcym drganiom rozciŃgajŃcym grupy C-O-P-O-C (1079 

cm-1),  nastŃpiğ wzrost intensywnoŜci oraz przesuniňcie pasma w kierunku niŨszych 

czňstotliwoŜci. Wskazuje to wyraŦnie na miejsce interakcji badanego zwiŃzku  oraz 

oddziağywanie pomiňdzy gğowami polarnymi  lipidu a  badanym zwiŃzkiem  za pomocŃ 

wiŃzaŒ wodorowych. Dodanie flawonoidu spowodowağo bardzo wyraŦny efekt w rejonie 

amidu I (1600-1700 cm-1) oraz amidu II (1510-1580 cm-1) biağek (Ryc. 25). 

Dodatnie pasma w rejonie amidu I z maksimum przy 1647 cm-1 i amidu II z 

maksimum przy 1541 cm-1 dowodzŃ, Ũe lenzozyd Aɓ zwiňksza iloŜĺ komponentu 

biağkowego kom·rek. Analiza pasma regionu amidu I (Ryc. 26) pozwala na badanie 

molekularnej organizacji biağek. W regionie amidu I badany zwiŃzek powodowağ wzrost 

iloŜci antyr·wnolegğych ɓ-kartek (1696 cm-1) oraz ɓ-kartek (1619 cm-1). JednoczeŜnie  

obniŨağ  iloŜĺ  Ŭ-helis i nieuporzŃdkowanych struktur biağkowych (1657 cm-1). Wskazuje to, 

na prawdopodobieŒstwo czňŜciowej agregacji biağek kom·rek linii Hep-2 pod wpğywem 

lenzozydu Aɓ.  
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Ryc. 25. Na panelu g·rnym przedstawiono widma absorpcyjne w podczerwieni kom·rek 

kontrolnych linii Hep-2 (czarna linia) i inkubowanych z LAɓ przez 48 godzin (czerwona przerywana 

linia). Dolny panel przedstawia widmo samego flawonoidu oraz widmo r·Ũnicowe. 
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Ryc. 26. Zmiany w regionie amidu I w kom·rkach Hep-2 inkubowanych z lenzozydem Aɓ (LAɓ) 

przez 48 godzin (czerwona, przerywana linia). Na dolnym wykresie widmo r·Ũnicowe. 
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4.2.5. Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z linii HSF po 24 

godzinach inkubacji 

Widma FTIR kom·rek kontrolnych fibroblast·w sk·ry czğowieka (HSF)  i 

inkubowanych z lenzozydem Aɓ oraz widmo r·Ũnicowe i widmo samego lenzozydu Aɓ 

obrazuje rycina 27. Widma normalizowano do jedynki przy maksimum pasma przy             

980 cm-1.  

Badania FTIR wskazujŃ na niewielki wpğyw lenzozydu Aɓ na fibroblasty sk·ry 

czğowieka. Analiza widma r·Ũnicowego wykazağa, Ũe badany flawonoid powoduje wzrost 

siğy oscylatora w rejonie estrowych grup karbonylowych lipid·w (1738 cm-1) co dowodzi, 

Ũe oddziağuje on w tym rejonie  za pomocŃ wiŃzaŒ wodorowych. Ponadto, w widmie 

r·Ũnicowym widoczne jest  przesuniňcie pasma odpowiadajŃcego drganiom  

antysymetrycznym grup ï PO2
- w kierunku niŨszych czňstoŜci z maksimum przy 1232 cm-1 

co wskazuje na niewielkie dziağanie usztywniajŃce w stosunku do frakcji lipidowej. 

Dodatnie pasmo w widmie r·Ũnicowym z maksimum przy 1649 cm-1  dowodzi, Ũe  badany 

zwiŃzek powoduje wytworzenie dodatkowych biağek (Ryc. 27).  

Dodanie lenzozydu Aɓ spowodowağo efekt w rejonie amidu I biağek (Ryc.28). Analiza 

molekularna organizacji biağek wykazağa, Ũe w regionie amidu I lenzozyd Aɓ zmniejszyğ 

iloŜĺ struktur typu  skrňty oraz struktur nieuporzŃdkowanych (1662 cm-1) jednoczeŜnie 

zwiňkszajŃc iloŜĺ struktur typu ɓ-kartki (1624 cm-1). Prawdopodobnie pod wpğywem 

badanego flawonoidu  dochodzi do nieznacznej agregacji biağek. 
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Ryc. 27. Analiza widm FTIR kom·rek linii HSF kontrolnych (czarna linia) i inkubowanych z 

lenzozydem Aɓ (LAɓ) przez 24 godziny (czerwona, przerywana linia) oraz widmo LAɓ i widmo 

r·Ũnicowe (dolny panel). 
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Ryc. 28. Region amidu I w kom·rkach kontrolnych fibroblast·w sk·ry czğowieka  (HSF) (g·rny 

panel, czarna linia) i inkubowanych z lenzozydem Aɓ (LAɓ) przez 24 godziny (g·rny panel, 

czerwona przerywana linia) oraz widmo r·Ũnicowe (dolny panel). 
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4.2.6. Interakcje lenzozydu Aɓ z lipidami i biağkami kom·rek z linii HSF po 48 

godzinach inkubacji 

Rycina 29 przedstawia widma absorpcyjne w podczerwieni  kom·rek z hodowli 

kontrolnych fibroblast·w sk·ry czğowieka i poddanych dziağaniu  badanego  zwiŃzku oraz 

widmo r·Ũnicowe. Podobnie jak przy wczeŜniejszych analizach widma byğy normalizowane 

przy maksimum pasma charakterystycznego dla drgaŒ antysymetrycznych rozciŃgajŃcych 

grupy N+ï CH3. 

Dodanie lenzozydu Aɓ spowodowağo zmiany w rejonie amidu I (1600-1700 cm-1) i 

amidu II (1510-1580 cm-1) biağek (Ryc. 30). Dodatnie pasmo w obszarze amidu I z 

maksimum przy 1649 cm-1  Ŝwiadczy najprawdopodobniej o wzroŜcie stňŨenia biağek. 

Szczeg·ğowa analiza tego regionu wykazağa, Ũe po 48 godzinnej inkubacji z badanym 

zwiŃzkiem powstajŃ nowe biağka charakteryzujŃce siň wysokŃ zawartoŜciŃ struktur typu ɓ-

kartek  i skrňt·w oraz stosunkowo niŨszŃ zawartoŜciŃ antyr·wnolegğych ɓ-kartek i 

nieuporzŃdkowanych struktur biağkowych.  
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Ryc. 29. Widma absorpcyjne w podczerwieni kom·rek linii HSF kontrolnych (g·rny panel, czarna 

linia) i inkubowanych z lenzozydem Aɓ (LAɓ) przez 48 godzin (g·rny panel, czerwona przerywana 

linia) oraz widmo r·Ũnicowe (dolny panel). 
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Ryc. 30. Widma FTIR z regionu amidu I kom·rek linii HSF z hodowli kontrolnej (czarna linia) i 

poddanych dziağaniu lenzozydu Aɓ (LAɓ) przez 48 godzin (czerwona, przerywana linia). Na dolnym 

panelu przedstawiono widmo r·Ũnicowe. 
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4.3. Wpğyw lenzozydu Aɓ na dynamiczne i strukturalne wğaŜciwoŜci 

liposom·w uformowanych z DPPC 

Analiza widm 1H NMR liposom·w, w kt·rych widoczne sŃ odpowiednie pasma 

rezonansowe pochodzŃce z r·Ũnych fragment·w czŃsteczek lipid·w ulokowanych w 

r·Ũnych rejonach dwuwarstwy lipidowej bğony, pozwoliğa na obserwacje  zmian 

strukturalnych i dynamicznych wğaŜciwoŜci bğon pod wpğywem lenzozydu Aɓ.  Rycina 31  

przedstawia widmo 1H NMR liposom·w uformowanych z DPPC oraz liposom·w  z 

dodatkiem leznzozydu w stňŨeniu 1 mol% z widocznymi pasmami. Z prawej strony sŃ 

widoczne pasma z obszaru hydrofobowego bğony odpowiadajŃce grupom CH2 i CH3 

fosfolipid·w. Pasma znajdujŃce siň po lewej stronie, odpowiadajŃ pasmom z regionu 

cholinowych gğ·w polarnych fosfolipid·w. Do zawiesiny liposom·w dodano chlorku 

prazeodymu, co spowodowağo powstanie dw·ch pasm w rejonie polarnym. Pasmo 

przesuniňte w kierunku wyŨszych wartoŜci (ppm) odpowiada strefie grup cholinowych  

zewnňtrznej warstwy liposom·w natomiast pasmo przesuniňte w kierunku niŨszych wartoŜci 

(ppm) odpowiada strefie grup cholinowych wewnňtrznej warstwy liposom·w. Stosunek 

powierzchni pod pikami (Iout/Iin) pochodzŃcymi od sygnağu z zewnňtrznej i wewnňtrznej 

warstwy liposom·w,  jest proporcjonalny do iloŜci gğ·w cholinowych w wewnňtrznej i 

zewnňtrznej warstwie bğony. Stosunek mniejszy niŨ 1 oznacza powstawanie liposom·w 

wielowarstwowych, zaŜ wiňkszy liposom·w jednowarstwowych. 

Badania 1H NMR, wykazağy, Ũe lenzozyd Aɓ w niewielkim stopniu obniŨyğ wartoŜĺ 

parametru rozszczepienia (ŭ) w rejonie gğ·w polarnych fosfolipid·w z 0.6 ppm do 0.56 ppm. 

Wynikağo to z poszerzenia pasma odpowiadajŃcego strefie grup cholinowych wewnňtrznej 

warstwy liposom·w (N-(CH3)3 
in). ObecnoŜĺ flawonoidu spowodowağa r·wnieŨ 

zwiňkszenie parametru szerokoŜci poğ·wkowej maksimum (ɜ) odpowiadajŃcego strefie grup 

cholinowych wewnňtrznej (N-(CH3)3 
in )  i zewnňtrznej (N-(CH3)3 

out) warstwy liposom·w  

odpowiednio o 22 % i 55 %. Badany zwiŃzek zwiňkszyğ r·wnieŨ wartoŜĺ szerokoŜci 

poğ·wkowej maksimum odpowiadajŃcego grupom ïCH2 w warstwie hydrofobowej lipid·w 

(ɜ)  z 0.25 do 0.30 ppm (o 17%). Dodanie flawonoidu zmieniğo  takŨe  stosunek Iout/Iin. W 

przypadku czystych liposom·w sporzŃdzonych z DPPC wynosiğ on 0.84, co sugeruje 

powstawanie liposom·w wielowarstwowych.  ZaŜ obecnoŜĺ lenzozydu Aɓ spowodowağa 

obniŨenie stosunku Iout/Iin do wartoŜci 0.57. Taki efekt jest zwiŃzany najprawdopodobniej ze 
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zmianŃ wğaŜciwoŜci fizycznych dwuwarstwy lipidowej przez LAɓ. Badany zwiŃzek 

powoduje tworzenie wiňkszych wielowarstwowych liposom·w  DPPC.  

 

Ryc. 31. Widma 1H NMR liposom·w uformowanych z DPPC (linia ciŃgğa) oraz liposom·w DPPC 

z dodatkiem lenzozydu Aɓ (linia przerywana). 

 

4.4. Oddziağywanie lenzozydu Aɓ z bğonami wielkich jednowarstwowych 

liposom·w GUV uformowanych z DPPC 

Rycina 32 przedstawia intensywnoŜĺ fluorescencji, czas Ũycia fluorescencji oraz 

anizotropiň pojedynczego liposomu typu GUV z wbudowanym lenzozydem Aɓ w stosunku 

0,5 mol% do duwarstwy lipidowej zbudowanej z DPPC. Obrazy ukazujŃ przekr·j 

zeskanowanego liposomu z pğaszczyzny ogniskowej mikroskopu konfokalnego. Na 

otrzymanym obrazie intensywnoŜĺ fluorescencji jest znacznie wyŨsza w dolnym i g·rnym 

rejonie bğony (oznaczona czerwonym kolorem na obrazie anizotropii) w por·wnaniu do 
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prawego i lewego regionu liposomu. Wynik ten wskazuje na planarnŃ orientacjň przejŜcia 

dipolowego lenzozydu Aɓ w stosunku do pğaszczyzny bğony. PotwierdzajŃ to r·wnieŨ 

obliczenia kŃta pomiňdzy kierunkiem przejŜcia dipolowego zwiŃzku wbudowanego w 

dwuwarstwň lipidowŃ a osiŃ normalnŃ do pğaszczyzny bğony, oparte na intensywnoŜci 

fluorescencji. WartoŜĺ tego kŃta wynosi 58.9 Ñ1.2. Na tej podstawie zasugerowano model 

orientacji lenzozydu Aɓ w stosunku do dwuwarstwy lipidowej przedstawiony na ryc. 33. 

Taka orientacja sugeruje potencjalnŃ rolň zwiŃzku jako niebieskiego filtra Ŝwiatğa.  

 

 

Ryc. 33. Model orientacji lenzozydu Aɓ w stosunku do dwuwarstwy lipidowej bğony. 

Ryc. 32. Wyniki obrazowania z zastosowaniem FLIM pojedynczego, reprezentatywnego pňcherzyka 

lipidowego z wbudowanym do fazy lipidowej lenzozydem Aɓ. Trzy panele przedstawiajŃ kolejno 

intensywnoŜĺ fluorescencji, czas Ũycia i anizotropiň. 
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4.5. Wpğyw lenzozydu Aɓ na fizyczne wğaŜciwoŜci wielkich 

jednowarstwowych liposom·w (GUV) 

 

W badaniach zastosowano technikň r·Ũnicowej kalorymetrii skaningowej (DSC). Jako 

materiağ badawczy wykorzystano wielkie jednowarstwowe liposomy uformowane z DPPC. 

Wyniki pomiar·w przedstawiono na wykresie (Ryc. 34), a obliczone  wartoŜci parametr·w 

w tabeli 2 (Tab. 2). Wykazano, Ũe dodanie lenzozydu Aɓ w stňŨeniu  0,5 %mol  powodowağo 

przesuniňcie w niewielkim stopniu temperatury gğ·wnego przejŜcia fazowego w stronň 

niŨszych wartoŜci. JednoczeŜnie flawonoid powodowağ zanik przedprzejŜcia fazowego. 

Ponadto, badany zwiŃzek zmniejszyğ 10-krotnie entalpiň kalorymetrycznŃ. W czystych 

liposomach wynosiğa ona 3542 Ñ 40 kJ/mol, a  w lipidach z dodatkiem lenzozydu Aɓ 

wynosiğa 349 Ñ 5. OddziağujŃc z lipidami, zwiŃzek zmniejszağ r·wnieŨ kooperatywnoŜĺ 

przejŜcia, monitorowanŃ jako szerokoŜĺ poğ·wkowŃ piku (T1/2). Wyniki te wskazujŃ na 

bardzo istotny wpğyw  lenzozydu Aɓ na wğaŜciwoŜci strukturalne oraz dynamiczne bğon 

lipidowych. 

 

Ryc. 34. Termogramy liposom·w utworzonych z DPPC dla lipidu bez dodatku (czarna linia) oraz 

dodatkiem 0,5 %mol LAɓ (linia czerwona). 
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Tab. 2. WğaŜciwoŜci temperatury przejŜcia fazowego (Tm), entalpii kalorymetrycznej  (ȹHcal) 

oraz szerokoŜci poğ·wkowej piku (T1/2) wyznaczonych na podstawie termogram·w uzyskanych 

dla wielkich liposm·w utworzonych z DPPC oraz liposomow z dodatkiem 0,5 %mol LAɓ. 

 

 

Tm [ÁC] ȹHcal [kJ/mol]  T1/2 [ÁC] 

DPPC 41,38 Ñ 0,01 3542 Ñ 40 0,24 Ñ 0,01 

DPPC + 0,5 %mol 

lenzozyd Aɓ  
41,16 Ñ 0,01 349 Ñ 5 0,45 Ñ 0,01 

 

4.6. Wpğyw lenzozydu Aɓ na aktywnoŜĺ kanağ·w potasowych w 

fibroblastach sk·ry czğowieka (HSF) 

Do oceny wpğywu lenzozydu Aɓ na aktywnoŜĺ kanağ·w potasowych zastosowano 

metodň patch-clamp. W badaniach mierzono aktywnoŜĺ pojedynczych kanağ·w, na postawie 

kt·rej uzyskano krzywŃ prŃdowo-napiňciowŃ, kt·ra przecinağa siň z osiŃ odciňtych w 

pobliŨu potencjağu odwr·cenia dla jon·w K+ (Ryc. 35 C). Oznacza to, Ũe rejestrowane 

kanağy byğy przepuszczalne gğ·wnie dla tego jonu. Po 24-godzinnej inkubacji z LAɓ 

obserwowano wzrost prawdopodobieŒstwa otwarcia tych kanağ·w (Ryc. 35 D).Najwiňksze 

prawdopodobieŒstwo otwarcia kanağ·w potasowych odnotowano przy napiňciu 0 mV. 

Potwierdziğy to r·wnieŨ histogramy amplitud rejestrowanych prŃd·w stworzone na postawie 

18 s zapis·w (Ryc. 36). 

Parametry 

Pr·bka 
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Ryc. 35. A - AktywnoŜĺ pojedynczych kanağ·w w kom·rkach HSF, B - AktywnoŜĺ pojedynczych 

kanağ·w w kom·rkach HSF poddanych dziağaniu lenzozydu Aɓ, C - charakterystyka prŃdowo-

napiňciowa  kanağ·w w kom·rkach, D - wykres przedstawiajŃcy prawdopodobieŒstwo otwarcia 

kanağu w warunkach standardowych i po inkubacji z badanym zwiŃzkiem.  

 

Ryc. 36. Por·wnanie aktywnoŜci pojedynczych kanağ·w obecnych w fibroblastach sk·ry czğowieka 

przed (A) i po inkubacji z lenzozydem Aɓ (B). 
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4.7. Analiza kom·rek testem czerwieni obojňtnej (NR) 

 

Wpğyw lenzozydu Aɓ na ŨywotnoŜĺ kom·rek z hodowli in vitro okreŜlono za pomocŃ 

testu czerwieni obojňtnej. Uzyskane wyniki wykazağy, Ũe badany zwiŃzek charakteryzuje siň 

niewielkŃ cytotoksycznoŜciŃ w stosunku do kom·rek nowotworowych i prawidğowych w 

obu czasach inkubacji i we wszystkich badanych dawkach.  W przypadku linii HeLa po 48 

godzinach inkubacji odnotowano obniŨenie ŨywotnoŜci do 90,5% w najwyŨszej dawce 

flawonoidu (Ryc. 37 A). Najsğabsze dziağanie cytotoksyczne obserwowano  w kom·rkach 

linii Hep-2, kt·rych ŨywotnoŜĺ  po 48 godzinach w stňŨeniu 50 Õg/ml wynosiğa 96,6 % (Ryc. 

37 B). W kom·rkach prawidğowych poddanych dziağaniu lenzozydu Aɓ ŨywotnoŜĺ 

zmniejszyğa siň do 93,5  i 91,8% odpowiednio po 24 i 48 godzinach inkubacji (Ryc. 37 C). 
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Ryc. 37. Wpğyw lenzozydu Aɓ na ŨywotnoŜĺ kom·rek z linii HeLa, Hep-2 i HSF. Wyniki 

przedstawiono jako Ŝrednie Ñ SD, n=3, * p Ò 0,05; test t-Studenta.  
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4.8. Analiza cytotoksycznoŜci kom·rek testem LIVE/DEAD 

 

Cytotoksyczne wğaŜciwoŜci lenzozydu Aɓ na kom·rki z hodowli in vitro oceniono 

dodatkowo  za pomocŃ testu LIVE/DEAD. Test ten opiera siň na r·Ũnej przepuszczalnoŜci 

bğon Ũywych i martwych kom·rek. Kom·rki Ũywe z nienaruszonŃ bğonŃ kom·rkowŃ 

wybarwiajŃ siň na kolor zielony, natomiast kom·rki z uszkodzonŃ bğonŃ (martwe) 

wybarwiajŃ siň na kolor czerwony.  

Analiza mikroskopowa kom·rek z hodowli  HeLa poddanych dziağaniu badanego 

flawonoidu wykazağa wzrost iloŜci kom·rek wybarwionych na kolor czerwony (Ryc. 38 B i 

C). Obserwowano r·wnieŨ obecnoŜĺ obkurczonych kom·rek z licznymi pňcherzykami 

bğony kom·rkowej (Ũ·ğte strzağki) (Ryc. 38 B i C). Wraz ze wzrostem stňŨenia zwiŃzku 

malağa iloŜĺ Ũywych kom·rek do 80,9 Ñ 2,5% w najwyŨszym stňŨeniu (24-godzinna 

inkubacja).  DğuŨszy czas inkubacji  procent Ũywych kom·rek wynosiğ 77,8 Ñ 1,3% w dawce 

50 Õg/ml (Ryc. 38 D). 

W kom·rkach z linii Hep-2 traktowanych lenzozydem Aɓ obserwowano niewielkŃ 

iloŜĺ kom·rek z uszkodzonŃ bğonŃ kom·rkowŃ (wybarwionych na kolor czerwony). W 

obrazie mikroskopowym obecne byğy obkurczone kom·rki (Ryc. 39 B i C). 24-godzinna 

inkubacja z flawonoidem w niewielkim stopniu obniŨyğa iloŜĺ kom·rek Ũywych  do  96,1 Ñ 

0,3% w stňŨeniu 50 Õg/ml. WydğuŨenie czasu inkubacji do 48 godzin spowodowağo  

obniŨenie ŨywotnoŜci o 13,4 % (Ryc. 39 D).  

W przypadku 24 godzinnej inkubacji kom·rek linii HSF z badanym zwiŃzkiem 

obserwowano niewielkŃ iloŜĺ kom·rek wybarwionych na czerwono. Kom·rki wykazywağy 

normalnŃ morfologiň, nie odnotowano obkurczonych  kom·rek (Ryc. 40 B i C). Wraz ze 

wzrostem stňŨenia lenzozydu Aɓ iloŜĺ kom·rek Ũywych nieznacznie zmalağa. Najsilniejsze 

dziağanie obserwowano w stňŨeniu 50 Õg/ml. W przypadku kom·rek poddanych dziağaniu 

flawonoidu przez 48 godzin nastŃpiğo zmniejszenie poziomu kom·rek Ũywych do 92,1% 

jedynie  w najwyŨszej dawce (Ryc. 40 D). 
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Ryc. 38. Cytotoksyczne dziağanie lenzozydu Aɓ na kom·rki HeLa. A - kom·rki kontrolne z linii 

HeLa, B-C - kom·rki linii HeLa inkubowane z badanym flawonoidem , kom·rki z uszkodzonŃ bğonŃ 

sŃ wybarwione na kolor czerwony (biağe strzağki), obecne sŃ r·wnieŨ obkurczone kom·rki z licznymi 

pňcherzykami bğonowymi  (Ũ·ğte strzağki), D - procent Ũywych kom·rek po inkubacji z lenzozydem 

Aɓ. Wyniki przedstawiono jako Ŝrednie Ñ SD, n =3; * p Ò 0,05; ** pÒ0,005; test t-Studenta.  
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Ryc. 39.  Wpğyw lenzozydu Aɓ na ŨywotnoŜĺ kom·rek linii Hep-2. A - kom·rki kontrolne raka 

krtani, B - kom·rki poddane dziağaniu badanego zwiŃzku, widoczne obkurczone kom·rki z 

pňcherzykami bğonowymi (biağe strzağki), C - kom·rki linii Hep-2 poddane dziağaniu badanego 

zwiŃzku, obecne kom·rki o jŃdrach wybarwionych na czerwono (Ũ·ğta strzağka), D ï procent Ũywych 

kom·rek po inkubacji z lenzozydem Aɓ. Wyniki przedstawiono jako Ŝrednie Ñ SD, n=3, *  p Ò 0,05; 

** p Ò 0,005; t-Studenta.  
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Ryc. 40. Efekt aktywnoŜci lenzozydu Aɓ na ŨywotnoŜĺ kom·rek linii HSF. A - kom·rki kontrolne 

linii HSF, B-C -  kom·rki linii HSF traktowane badanym flawonoidem, D - procent Ũywych kom·rek 

po inkubacji z lenzozydem Aɓ. Wyniki przedstawiono jako Ŝrednie + SD, n=3, * p Ò 0,05; test t-

Studenta.  

 

4.9. Indukcja apoptozy i nekrozy w kom·rkach z hodowli in vitro pod 

wpğywem lenzozydu Aɓ 

W celu okreŜlenia rodzaju Ŝmierci kom·rkowej, indukowanej przez badany flawonoid  

wykonano barwienie kom·rek jodkiem propidionowym i barwnikiem Hoechst 33342. 

Kom·rki linii HeLa, Hep-2 oraz HSF inkubowano z lenzozydem Aɓ przez 24 i 48 godzin w 

stňŨeniach 5, 10, 15, 25 i 50 mg/ml. Kom·rki wykazujŃce okreŜlony rodzaj Ŝmierci zliczono 

i przedstawiono w stosunku do kom·rek Ũywych (Ryc. 41-43).  
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W przypadku kom·rek z linii HeLa poddanych dziağaniu lenzozydu Aɓ odnotowano 

wzrost poziomu apoptozy wraz ze wzrostem stňŨenia badanego zwiŃzku (Ryc. 44 A). W 

por·wnaniu do kom·rek kontrolnych apoptoza wzrosğa od 2,11 Ñ 0,43 % do  6,93  Ñ 3,07 

%, 12,81 Ñ 2,05 %,  11,27 Ñ 1,94 %, 17,16 Ñ 1,27 % i 15,27  Ñ 3,15 % po 24 godzinnej  

inkubacji odpowiednio z 5, 10, 15, 25 i 50 Õg/ml flawonoidu. Najwiňcej kom·rek 

apoptotycznych odnotowano w  dawce 25 Õg/ml. Obserwowano r·wnieŨ wzrost iloŜci 

kom·rek nekrotycznych od 0,31 Ñ 0,31 % w kontroli do 3,7 Ñ 2,52 % w kom·rkach 

traktowanych  badanym zwiŃzkiem w stňŨeniu 25 mg/ml.  Po 48 godzinnej inkubacji 

kom·rek raka szyjki macicy z lenzozydem Aɓ r·wnieŨ nastŃpiğ wzrost iloŜci kom·rek 

apoptotycznych wraz ze wzrostem stňŨenia zwiŃzku (Ryc. 44 B). NajwyŨszy poziom 

apoptozy odnotowano  w stňŨeniu 50 mg/ml.  NastŃpiğ r·wnieŨ wzrost poziomu nekrozy, 

kt·ry przy najwyŨszym stňŨeniu wynosiğ 3,5 Ñ 0,7%.  

W kom·rkach linii Hep-2 lenzozyd Aɓ w niewielkim stopniu indukowağ apoptozň 

(Ryc. 45). W por·wnaniu do kom·rek kontrolnych iloŜĺ kom·rek apoptotycznych wzrosğa 

od 1,22 Ñ  0,2% w kontroli do 2,33 Ñ 0,26%, 3,52 Ñ 0,31%, 3,85 Ñ 0,32, 3,65 Ñ 0,21% i 4,13 

Ñ 0,45% po 24 godzinnej  inkubacji z flawonoidem odpowiednio w stňŨeniu 5, 10, 15, 25 i 

50 Õg/ml. NajwyŨszy poziom apoptozy i nekrozy odnotowano przy stňŨeniu 50 mg/ml (Ryc. 

45 A). Po 48 godzinach inkubacji nastŃpiğ wzrost iloŜci kom·rek apoptotycznych i 

nekrotycznych w por·wnaniu do kontroli. Obserwowano wzrost poziomu apoptozy wraz ze 

wzrostem stňŨenia lenzozydu Aɓ. Najsilniej dziağajŃca dawkŃ indukujŃcŃ apoptozň (8,83% 

kom·rek) byğo stňŨenie 50 mg/ml (Ryc. 45 B).  

W kom·rkach linii HSF lenzozyd Aɓ nie indukowağ apoptozy. Po 24 godzinnej 

inkubacji nastŃpiğ wzrost iloŜci kom·rek apoptotycznych od 1,72  Ñ 0,20 % w kontroli do 

2,36 Ñ 0,32 % w kom·rkach traktowanych  badanym zwiŃzkiem w stňŨeniu 50 mg/ml (Ryc. 

46 A). Po dğuŨszym czasie inkubacji z flawonoidem nastŃpiğ wzrost apoptozy do 4,37 Ñ 

0,50% przy najwyŨszym stňŨeniu. Po 24 godzinach odnotowano niewielki wzrost kom·rek 

nekrotycznych natomiast po 48 godzinach nastŃpiğ obniŨenie ich iloŜci w stosunku do 

kontroli (Ryc. 46 B).  
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Ryc. 41. Indukcja Ŝmierci kom·rek linii HeLa przez lenzozyd Aɓ. Na rycinie przedstawiono obrazy 

z mikroskopu fluorescencyjnego wykonane przy dğugoŜci fali 420 nm i powiňkszeniu 600x (A) i 

400x (B-C). Kom·rki niebieskie - kom·rki prawidğowe (Ũywe); kom·rki wykazujŃce intensywnie 

niebieskie Ŝwiecenie ï kom·rki apoptotyczne. ŧ·ğte strzağki wskazujŃ ciağka apoptotyczne.  

 

Ryc. 42. Wpğyw lenzozydu Aɓ na indukcjň apoptozy i nekrozy w kom·rkach linii Hep-2. Rycina 

przedstawia obrazy wykonane za pomocŃ mikroskopu fluorescencyjnego przy dğugoŜci fali 420 nm 

i powiňkszeniu 200x (A-B) i 400x (C). ŧywe kom·rki wybarwione sŃ na niebieski kolor, kom·rki 

apoptotyczne wykazujŃ intensywnŃ niebieskŃ fluorescencjň. ŧ·ğtymi strzağkami oznaczono ciağka 

apoptotyczne.  

 

Ryc. 43. Indukcja apoptozy w kom·rkach linii HSF inkubowanych z lenzozydem Aɓ. Na rycinie 

przedstawiono obrazy z mikroskopu fluorescencyjnego wykonane przy dğugoŜci fali 420 nm i 

powiňkszeniu 400x (A-B) i 600x (C). Kom·rki prawidğowe sŃ wybarwione na niebieski kolor, 

kom·rki apoptotyczne wykazujŃ intensywne niebieskie Ŝwiecenie (Ũ·ğta strzağka).  
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Ryc. 44. Procent kom·rek apoptotycznych i nekrotycznych w hodowli linii HeLa po 24-godzinnej 

(A) i 48-godzinnej (B) inkubacji z lenzozydem Aɓ. Wyniki przedstawiono jako Ŝrednie Ñ SD, n=3, 

* p Ò 0,05; ** p Ò 0,005; *** p Ò 0,0005; test t-Studenta.  
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Ryc. 45. Wpğyw lenzozydu Aɓ na indukcjň apoptozy i nekrozy w kom·rkach linii Hep-2 po 24-

godzinnej (A) i 48-godzinnej (B) inkubacji.  Wyniki przedstawiono jako Ŝrednie Ñ SD, n=3,                   

* p Ò 0,05; ** p Ò 0,005; *** p Ò 0,0005; test t-Studenta.  
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Ryc. 46. Procent kom·rek apoptotycznych i nekrotycznych w hodowli linii HSF po 24-godzinnej 

(A) i 48-godzinnej (B) inkubacji z lenzozydem Aɓ. Wyniki przestawiono jako Ŝrednie Ñ SD, n=3,      

* p Ò 0,05; ** Ò 0,005; test t-Studenta.  

 

4.10. Analiza kom·rek  za pomocŃ cytometru przepğywowego 

W celu uzupeğnienia i potwierdzenia  danych na temat indukcji apoptozy i nekrozy 

przez LAɓ przeprowadzono analizy technikŃ cytometrii przepğywowej. Badane linie 

kom·rkowe: HeLa, Hep-2 oraz HSF inkubowano z flawonoidem w stňŨeniach 5, 10, 15, 25 

i 50 Õg/ml przez 24 i 48 godzin, a nastňpnie wykonano analizy kom·rek wybarwionych 

aneksynŃ V sprzňŨonŃ z fluoresceinŃ oraz jodkiem propidionowym.  

W kom·rkach raka szyjki macicy (HeLa) po 24 godzinach inkubacji, lenzozyd Aɓ 

indukowağ apoptozň. Analiza wykazağa, Ũe iloŜĺ kom·rek apoptotycznych  (kwadrant Q2 
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An+/PI+- p·Ŧna apoptoza i kwadrant Q4 An+/PI- wczesna apoptoza) rosğa w spos·b zaleŨny 

od stňŨenia zwiŃzku. W por·wnaniu do kom·rek kontrolnych apoptoza wzrosğa od 0,72 Ñ 

0,44 % do  3,95 Ñ 0,39 %, 5,46 Ñ 0,33 %,  6,91 Ñ 0,97 %, 8,26 Ñ 0,38 % i 7,23 Ñ0,56 % po 

inkubacji odpowiednio z 5, 10, 15, 25 i 50 Õg/ml lenzozydu Aɓ. Najwiňcej kom·rek 

apoptotycznych odnotowano w dawce 25 Õg/ml. JednoczeŜnie lenzozyd Aɓ w niewielkim 

stopniu indukowağ nekrozň kom·rek  (kwadrant Q1 An-PI+) od 0,82 Ñ 0,34 % w kontroli do 

2,38 Ñ 0,27% w stňŨeniu 50 Õg/ml (Ryc. 47.1).  

Podobny trend  obserwowano po 48 godzinach inkubacji z badanym flawonoidem 

(Ryc. 47.2 B). Odnotowano wzrost iloŜci apoptozy w zaleŨnoŜci od stňŨenia zwiŃzku.  

Najsilniej dziağajŃca dawkŃ byğo stňŨenie 25 Õg/ml (9,18 Ñ 0,51%). DğuŨszy czas inkubacji 

spowodowağ wzrost iloŜci kom·rek nekrotycznych od 2,09 Ñ 0,23 % do  4,44 Ñ 0,49 % w 

stňŨeniu 50 Õg/ml.  

W kom·rkach raka krtani (Hep-2) po 24 godzinach inkubacji r·wnieŨ odnotowano 

niewielkŃ indukcjň apoptozy pod wpğywem dziağania lenzozydu Aɓ. W por·wnaniu do 

kom·rek kontrolnych, liczba kom·rek apoptotycznych wzrosğa od 1,35 Ñ 0,47% w kontroli 

do 2,92 Ñ 0, 21% , 4,33 Ñ 0, 56%, 4,78 Ñ 0,41%, 6,36 Ñ 0,33% i 4,82 Ñ 0,36% po inkubacji 

z badanym zwiŃzkiem odpowiednio w stňŨeniach 5, 10, 15, 25 i 50 Õg/ml.  Ponadto, dodanie 

flawonoidu spowodowağo wzrost iloŜci kom·rek nekrotycznych w por·wnaniu do kontroli. 

NajwiňkszŃ indukcjň nekrozy odnotowano w niŨszych stňŨeniach zwiŃzku (5, 10 i 15 Õg/ml) 

(Ryc. 48.1). Po 48 godzinach inkubacji kom·rek raka krtani z lenzozydem Aɓ nastŃpiğ 

wzrost iloŜci kom·rek apoptotycznych od 0,62 Ñ 0,30% w kontroli do 3,36 Ñ 0,41%, 4,03 

Ñ0,20%, 4,43 Ñ 0,31%, 7,86 Ñ 0,6% i 10,85 Ñ 0,53% w kom·rkach poddanych dziağaniu 

zwiŃzku odpowiednio w stňŨeniach 5,10, 15, 25 i 50 Õg/ml. NajskuteczniejszŃ dawkŃ byğo 

stňŨenie 50 Õg/ml. Badany flawonoid indukowağ r·wnieŨ nekrozň. (Ryc. 48.2). 

Lenzozyd Aɓ w kom·rkach ludzkich fibroblast·w sk·ry (linia HSF) nie  indukowağ 

apoptozy. Analiza cytometryczna wykazağa, odpowiednio 2,90 Ñ 0,18%, 3,10 Ñ 0,44%,  3,11 

Ñ 0,31%, 3,42 Ñ 0,28 % i 3,11 Ñ 0,17%  po 24 godzinnej inkubacji z 5, 10, 15, 25 i 50 Õg/ml 

badanego flawonoidu. Lenzozyd Aɓ nie indukowağ nekrozy w kom·rkach HSF (Ryc. 49.1). 

W stňŨeniu 50 Õg/ml nastŃpiğo obniŨenie iloŜci kom·rek nekrotycznych. Po 48 godzinnej 

inkubacji ludzkich fibroblast·w z badanym zwiŃzkiem obserwowano nieznaczny wzrost 

poziomu apoptozy i nekrozy w por·wnaniu do kom·rek kontrolnych (Ryc. 49.2).   
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Ryc. 47. Cytometryczna analiza kom·rek linii HeLa dla kom·rek kontrolnych i inkubowanych z 

lenzozydem Aɓ przez 24 godziny (1A) i 48 godzin (2A)  w stňŨeniach 5, 10, 15, 25,50 Õg/ml. Procent 

kom·rek apoptotycznych i nekrotycznych w linii HeLa w r·Ũnych dawkach lenzozydu Aɓ i kontroli  

po 24-godzinnej (1B) i 48-godzinnej (2B) inkubacji. n=3; * p Ò 0,1; ** p Ò 0,01; *** p Ò 0,001; test 

Anova.  
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Ryc. 48. Analiza kom·rek linii Hep-2 przy pomocy cytometru  przepğywowego po 24-godzinnej 

(1A) i 48-godzinnej (2A) inkubacji z lenzozydem Aɓ w stňŨeniach 5, 10, 15, 25 i 50 Õg/ml. Procent 

kom·rek apoptotycznych i nekrotycznych w linii Hep-2 w r·Ũnych dawkach lenzozydu Aɓ i kontroli 

po 24-godzinnej (1B) i 48-godzinnej (2B) inkubacji.  n=3; * p Ò 0,1; ** p Ò 0,01; *** p Ò 0,001; test 

Anova.  










































































































































































































