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I. Wykaz skrotow
6-OHDA — 6-hydroksydopamina
AA —kwas askorbinowy; ang. ascorbic acid
AAPH — dichlorowodorek 2,2’-azobis(2-metylopropionamidyny)
ABC — kaseta wigzaca ATP; ang. ATP-binding cassette
ABCBI1 — kaseta wigzaca ATP B1
ABCCI1 — kaseta wigzaca ATP C1
ABTS — 561 diamonowa kwasu 2,2’-azino-bis(3-etylobenzotiazolino-6-sulfonowego)
AGEs — zaawansowane produkty glikacji; ang. advanced glycation end-products
ATCC - Amerykanska Kolekcja Kultur Typowych; ang. American Type Culture
Collection
AP — B-amyloid
b2m — gen kodujacy biatko B-2-mikroglobuling
BCECF-AM - ester acetoksymetylowy
2',7'-Bis-(2-karboksyetylo)-5-(i-6)-karboksyfluoresceiny
cAMP — cykliczny adenozyno-3,5-monofosforan
CD — choroba Lesniowskiego-Crohna; ang. Crohn’s disease
CdkS — pierwsza kinaza zalezna od cyklin; ang. cyclin dependent kinase 1
cGMP — cykliczny guanozyno-3,5-monofosforan
CisPt — cisplatyna
CKD — przewlekta choroba nerek; ang. chronic kidney disease
Cz.d.a. — czystos¢ do analiz
DAF-FM-DA - dioctan 4-amino-5-metyloamino-2’,7’-difluorofluoresceiny
DETA — DETA NONOate
DHE — dihydroetydyna
DHR123 — dihydrorodamina 123
DNIC — kompleks dinitrozylo-ditiolo-zelazowy
Dox — doksorubicyna; ang. doxorubicin
EFSA — Europejski Urzad ds. Bezpieczefnstwa Zywnosci; ang. European Food Safety
Authority
EGT — ergotioneina
EMT — przejscie epitelialno-mezenchymalne; ang. epithelial-mesenchymal transition
ER — retikulum endoplazmatyczne

ESOH - sulfonian ergotioneiny



ESSE — disiarczek ergotioneiny

Ex/Em — dtugo$¢ fali ekscytacji/emis;ji fluorescencji

FBS — cielgca surowica ptodowa; ang. fetal bovine serum

FDA — Agencja Zywnosci i Lekoéw Stanéw Zjednoczonych Ameryki; ang. Food and Drug
Administration of United States of America

FRAP — test catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej do redukcji jonu zelazowego;

ang. Ferric Reducing Antioxidant Power

GSH — zredukowana forma glutationu

GSK3 — kinaza syntazy glikogenu 3; ang. glycogen synthase kinase 1

GSSG - disiarczek glutationu

H>DCF-DA — dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny

H33342 — Hoechst 33342

HBMECs — ludzkie komorki §rodblonka mikronaczyniowego mézgu; ang. Human Brain

Microvascular Endothelial Cells

HeLa — linia komérkowa ludzkich komoérek raka szyjki macicy

HepG2 — linia komorkowa ludzkich komorek raka watrobowokomorkowego

His — histydyna

HPLC — wysokosprawna chromatografia cieczowa; ang. high-performance liquid

chromatography

HRP — peroksydaza chrzanowa; ang. horseradish peroxidase

ICso — potowa maksymalnego stezenia hamujacego

IL-1pB — interleukina 13

iNOS — indukowalna syntaza tlenku azotu

K562 — linia komorkowa ludzkich komorek biataczki szpikowe;j

L-C — L-cysteina

LPS — lipopolisacharyd

MD — menadion

MDC — monodansylokadaweryna; ang. monodansylcadaverine

MDR - zjawisko opornosci wielolekowej; ang. multi-drug resistance

MEL — melatonina

MPTP — 1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyna

mTOR — kinaza mTOR, ssaczy cel rapamycyny; ang. mechanistic target of rapamycin

mTORC1/2 — kompleks kinazy mTOR 1/2



N-18-RE-105 — hybrydowa linia komdrkowa komodrek neuronopodobnych utworzonych
z komorek czgéci wzrokowej siatkowki embrionu powstatego z myszy
klasy N18TG?2 i szczura rasy Fischer

NAFLD - niealkoholowa stluszczeniowa choroba watroby ang. non-alcoholic fatty liver

disease

NF-«B — jadrowy czynnik transkrypcyjny NF-kappa B

OCTNI1 - transporter kationdw organicznych typu pierwszego; ang. organic cation

transporter novel type 1

OVA — owalbumina; ang. ovalbumin

p-GSK3p — ufosforylowana kinaza glikogenu 3 beta

p-GSK3p (Ser9) — ufosforylowana w pozycji Seryny 9 kinaza glikogenu 3 beta

p-ULK1 (Ser757) — biatko ULK1 ufosforylowane w pozycji 757 na reszcie serynowej

PC12 — linia komérkowa szczurzych komoérek guza chromochtonnego

PDZK1 — kofaktor regulujacy wymiane¢ jonow Na'/H*; ang. PDZ domain containing 1

PI —jodek propidyny; ang. propidium iodide

PVDF — polifluorek winylidenu

qPCR — ilo$ciowy pomiar cyklicznej reakcji polimerazy

RFA — reaktywne formy azotu

RFT — reaktywne formy tlenu

rpll3a — gen kodujacy biatko rybosomalne L13a

SD — odchylenie standardowe; ang. standard deviation

SEM — $redni btad $redniej; ang. standard error of the mean

Ser — seryna

SH-SYS5Y — linia komérkowa ludzkich komoérek nerwiaka zarodkowego

SIRT — sirtuiny

SLC —rodzina transporterow przezblonowych; ang. solute carrier

SLC22A4 — solute carrier family 22, member 4

SLC7AT1 — solute carrier family 7, member 1

SLC7AS — solute carrier family 7, member 5

TBOOH — wodoronadtlenek tert-butylu

TE — réwnowaznik troloksu; ang. Trolox Equivalent

TEAC - test catkowite] zdolnosci antyoksydacyjnej réwnowaznikdéw troloksu;

ang. trolox equivalent antioxidant capacity

TGF-p — transformujacy czynnik wzrostu beta



THP-1 — linia komdérkowa ludzkich monocytow

TLR — rodzina receptoréw toll-podobnych; ang. toll-like receptor

TLR4 — receptor toll-podobny 4; ang. toll-like receptor 4

TMAO — n-tlenek trimetyloaminy

U-138 — linia komorkowa ludzkich komorek glejaka wielopostaciowego IV stopnia

U-698 — linia komodrkowa ludzkich komorek chtoniaka

UA — kwas moczowy; ang. uric acid

ULKI1 — pierwsza kinaza Unc-51-podobna; ang. Unc-51-like kinase 1

USA - Stany Zjednoczone Ameryki

VCAM-1 — pierwsza czasteczka adhezyjna $rodblonka; ang. vascular cell adhesion
molecule 1

X - §rednia arytmetyczna

ZEBI1 — Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1

Z01 — zonula occludens 1



II. Wstep

Ergotioneina (EGT) to jedna z wielu substancji pochodzenia naturalnego
o dziataniu prozdrowotnym na organizmy eukariotyczne. Z uwagi na obecno$¢ grupy -SH
zalicza si¢ ja do grupy zwigzkéw tiolowych. W fizjologicznym pH atom wodoru
oddysocjowuje od atomu siarki, zmieniajac struktur¢ EGT z tiolowej w tiomocznikowa.
Ugrupowanie tiomocznikowe umiejscowione na pierScieniu imidazolowym znacznie
ogranicza samoutlenianie EGT w roztworach wodnych, w poréwnaniu do innych zwigzkow
tiolowych. EGT transportowana jest do wnetrza komorek przez biatko btonowe SLC22A4
wystepujace we wszystkich komoérkach organizmu ludzkiego [1].

EGT syntezuja gltéwnie grzyby, niektore bakterie i drozdze. U producentow EGT peni
funkcje antyoksydacyjna. Niektore z mikroorganizmoéw, z uwagi na niezdolnos$¢ do syntezy
glutationu (GSH), wykorzystuja EGT jako gléwny matoczasteczkowy zwigzek
przeciwutleniajacy. W  organizmach eukariotycznych EGT  funkcjonuje  jako
przeciwutleniacz, cho¢ wiele wskazuje, ze zwigzek ten moze bra¢ udzial w bardziej
ztozonych procesach.

Wchtaniana w jelicie cienkim EGT akumulowana jest we wszystkich komorkach
organizmu ludzkiego. Utleniona EGT ulega regeneracji na drodze wieloetapowego
1 nieenzymatycznego cyklu, w ktorym wuczestnicza cztery czasteczki GSH [2].
EGT wykazuje takze zdolno$¢ do chelatowania dwuwarto§ciowych jonow metali [3].

EGT wykazuje dzialanie antyoksydacyjne, neuroprotekcyjne i przeciwstarzeniowe.
Zyskata miano witaminy dtugowiecznosci w zwiazku z wykazaniem dodatniej korelacji

pomiedzy stezeniem EGT we krwi a $rednig dlugos$cia zycia [4].

Czy ergotioneina ma szanse¢ sta¢ si¢ nowa witamina?

EGT odkryto w 1909 roku podczas badan na sporyszu, od ktorego wzigta swojg nazwe
(z francuskiego ergot) [5]. Zwiazek ten wyrdznia si¢, posrod innych zwigzkow pochodzenia
ro$linnego, ogdlnoustrojowa akumulacjg i bardzo niskim stopniem wydalania (zaledwie
4% pierwotnego stezenia wydalane jest wraz z moczem) [6]. EGT jest pochodng histydyny
(His), od ktorej rozni si¢ m.in. wystepowaniem ugrupowania tiomocznikowego w budowie
chemicznej (Ryc. 1). W roztworach wodnych wystepuje jako tautomer pomigdzy forma
tiomocznikowa a tiolowag — w fizjologicznym pH dominuje forma tiomocznikowa
warunkujaca stosunkowo wysoki potencjat redoks rowny 60 mV [7]. EGT chelatuje jony
metali przej$ciowych (np. Cu?* i Fe?"), w wyniku tej reakcji powstaje stabilny dimer,

sktadajacy si¢ z dwoch czasteczek EGT 1 jonu metalu [8,9].
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Rycina 1. Wz6r strukturalny tiomocznikowej formy ergotioneiny.

Za sprawg transportera SLC22A4, EGT dociera do wszystkich komoérek organizmu
ludzkiego [10-12]. Zasugerowano istnienie zwigzku pomie¢dzy spozyciem EGT
a zmniejszeniem $miertelno$ci, wydluzeniem przewidywanego czasu zycia oraz
zmniejszeniem zapadalnosci na choroby neurodegeneracyjne [4]. EGT przyporzadkowuje
si¢ do grupy nutraceutykow, czyli grupy substancji odzywczych o aktywnym dzialaniu
prozdrowotnym.

W przyrodzie EGT jest wszechobecna [13], cho¢ jej akumulacja w tancuch troficznym
r6zni si¢ w zaleznos$ci od odlegltosci od producenta. Do gtéwnych producentow EGT naleza
grzyby oraz niektére drozdze [14], cho¢ mniejsze ilosci EGT produkuja takze inne
organizmy np. promieniowce (Actinomycetes) czy sinice (Cyanobacteria) [15]. Obecno$¢
EGT w ro$linach wyzszego rzedu jest wynikiem pobierania tego zwiagzku
z gleby, w ktdrej bytuja mikroorganizmy, badz tez symbiozy z grzybami lub bakteriami [16].
Pozostate organizmy pobieraja EGT z woda badZ pokarmem. Zawarto$¢ EGT w produktach
spozywczych jest do$¢ zroznicowana [17]. Zdecydowanie najwigkszej ilosci EGT w diecie
cztowieka dostarczaja grzyby (Tab. 1). Wyrdzniaja si¢ one do tego stopnia, ze EGT zostata
zaproponowana jako biomarker spozycia grzyboéw przez ludzi [18]. Najwiecej EGT
zawieraja grzyby z rodzaju boczniakow (Pleurotus sp., $rednio do 4 mg/g suchej masy)
np. boczniak cytrynowy (Pleurotus citrinopileatus, 10-65 mg/g suchej masy), cho¢ inne, jak
grzyb shiitake (Lentinula edodes, okoto 1 mg/g suchej masy), réwniez cechujg si¢ wysoka
zawarto$cig EGT [19-21]. Pieczarka dwuzarodnikowa (4Agaricus bisporus) zawiera niewiele
EGT (ok. 0,15 — 0,4 mg/g suchej masy) ale jest czgsto spozywana i moze stanowi¢ znaczace

zrédto EGT w diecie [22]. Posrdd europejskich grzybdéw najwyzsza zawartoscig EGT



wyrdznia si¢ borowik szlachetny (Boletus edulis), zawierajacy ponad 7 mg EGT/g suchej
masy owocnika [23]. Tempeh, czyli ugotowane ziarna soi poddane procesowi fermentacji
przeprowadzanemu przez Rhizopus oligosporus, zawiera okoto 0,2 mg EGT/g suchej
masy [17].

Tabela 1. Zawarto$¢ ergotioneiny w réznych typach produktow spozywczych wyrazona
w mg EGT/100 g suchej masy produktu.
Tabelg sporzadzono na podstawie Halliwell 1 wsp. (2018) [17].

Boletus edulis 181,24 Czosnek 3,46 Tempeh 20,11

Pleurotus eryngii | 54,17 Algi z rodzaju 0,234 Lis¢ bazylii 0,492
Pyropia

Hypsizygus 43,26 Pasternak 0,223 Orzechy brazylijskie | 0,445

tessellatus

Lentinula edodes 35,35 Kiwi 0,199 Pieprz czarny 0,257

Flammulina 34,64 Cebula 0,113 Napdj sojowy 0,231

filiformis

Agaricus bisporus | 15,44 Brokut 0,038 Pistacje 0,19

Grifola frondosa 2,02 Pomidor 0,02 Mleko krowie 0,025

C. purpurea wytwarza EGT w celu ochrony przed systemami obronnymi roslin opartymi
na wyrzucie nadtlenku wodoru, co powoduje inhibicj¢ produkceji konidii [24]. Pratki gruzlicy
(M. tuberculosis) oraz inni przedstawiciele rodzaju Mycobacterium rdwniez wykorzystuja
antyoksydacyjne wtasciwosci EGT, podobnie jak promieniowce czy wigkszo$¢
grzybow [25-27]. Grzyby czesto produkuja EGT jako pierwsza lini¢ obrony
antyoksydacyjnej [21].

EGT in substantia wystgpuje jako biaty, drobny proszek, jest bezzapachowa i delikatnie
stodka w smaku [28]. Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (European Food
Standards Agency; EFSA) w 2016 roku okreslit EGT jako substancje bezpieczng
do stosowania jako dodatek do réznych grup zywnosci oraz jako suplement diety [29].
Panel ds. zywienia, nowej zywnosci i alergenéw pokarmowych dziatajacy pod jurysdykcja
EFSA ustalit dawke EGT 800 mg/kg masy ciata jako poziom niewywolujacy dajacych si¢
zaobserwowa¢ szkodliwych skutkéw w modelu zwierzgcym. Rekomendowane dawki
dziennego spozycia EGT okreslone zostaty przez EFSA na poziomie 30 mg/dziennie dla
0sob dorostych i 20 mg/dziennie dla dzieci. Aktualizacja raportu wydana rok pdzniej
uszczegdlowita dopuszczalne dawki u kobiet w cigzy oraz niemowlat, po raz kolejny

potwierdzajac bezpieczenstwo wykorzystania EGT jako dodatku do zywnosci [30].



Agencja Zywnosci i Lekéw Stanéw Zjednoczonych Ameryki (U.S. Food and Drug
Administration; FDA) w 2017 roku wydata o§wiadczenie o nadaniu EGT statusu substancji
powszechnie uznawanej za bezpieczng (Generally Recognized as Safe) i zarekomendowata
stosowanie 5 mg/porcje¢ EGT w dodatkach do zywno$ci [31]. Przed ogloszeniem
powyzszych rekomendacji opublikowano wyniki kilku badan nad toksycznoscia EGT.
Na modelu zwierzgcym sprawdzono toksyczno$¢ ostrg (2000 mg/kg/dzien) i toksycznosé
przewlekla (725 mg/kg/dzien przez 92 dni) EGT [32]. Po przeliczeniu tych wartosci na
$rednig mase¢ dorostego cztowieka (62 kg) otrzymujemy wartosci rowne 124 g dla
toksyczno$ci ostrej 1 45 g/dziennie dla toksycznos$ci przewleklej. Nawet tak duze ilosci EGT
nie powodowaly u szczuréw zadnych objawdéw niepozadanych a dawka 725 mg/kg/dzien
nie prowadzila do zmian w ptodnos$ci czy przebiegu cigzy u zwierzat. Nie odnotowano
zadnych niepokojacych zmian fizjologicznych lub klinicznych u potomstwa badanych
zwierzat. EGT nie wykazuje rowniez dziatania mutagennego ani klastogennego [33,34].
Jest w pelni bezpieczna w dawce 25 mg/dziennie przez siedem dni u zdrowych 0séb ponizej

30 roku zycia [6].

Biosynteza ergotioneiny

Literatura przedmiotu opisuje dwa gtowne szlaki syntezy EGT, roznigce si¢ udzialem
enzymoOw 1 obecnos$cig produktow posrednich. Synteza EGT rozpoczyna si¢ trimetylacja
histydyny katalizowana przez enzym EgtD [16] (lub Egtl [35]) przy udziale
S-adenozylometioniny (Schemat 1). Kolejno, w obecnosci tlenu czasteczkowego oraz
dwuwarto$ciowych jondw zelaza trimetylohistydyna zostaje przeksztalcona przez Egt-1
do sulfotlenku hercynylocysteiny [36]. Reakcja ta moze by¢ poprzedzona etapem
katalizowanym przez EgtB, podczas ktérego trimetylohistydyna reaguje oksydacyjnie
z v-L-Glutamylo-L-cysteing tworzac sulfotlenek y-glutamylohercynylocysteiny [37],
z ktorej na drodze reakcji katalizowanej przez EgtC powstaje sulfotlenek hercynylocysteiny.
Jest on nastepnie przeksztatcany w EGT przez EgtE lub Egt2 [16,38]. Rdznica w przebiegu
tych dwoch szlakow wynika z budowy enzymow przeprowadzajacych poczatkowe reakcje
syntezy — enzym Egtl, wywodzacy si¢ z Neurospora crassa, zbudowany jest
z 876 aminokwasow, podczas gdy przeprowadzajacy pierwsza reakcje enzym EgtD
z Mycobacterium tuberculosis z 321 aminokwaséw [16]. Biatka te wykazuja wysoki stopien
homologii cze$ci N-koncowej, dlatego najprawdopodobniej Egtl zawiera w czesci
C-koncowej domeng katalizujaca przeksztalcenie trimetylohistydyny do sulfotlenku

hercynylocysteiny [16], czego brak EgtD.
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trimetylohistydyna

histydyna (hercynina)

sulfotlenek
v-glutamylohercynylocysteiny

sulfotlenek

ergotioneina hercynylocysteiny

Schemat 1. Schemat przedstawia proces syntezy ergotioneiny wraz z oznaczonymi
enzymami katalizujagcymi poszczeg6lne etapy reakcji chemicznych.
Sporzadzono na podstawie Borodina i wsp. (2020) [16].

Niektore bakterie z rzgdu promieniowcdéw (Actinomycetes sp.) wykazuja ekspresje
enzymow przeprowadzajacych biosynteze EGT. Biosynteza ta rozpoczyna si¢ metylacja
grupy aminowej histydyny — powstaje hercynina, ktora nastgpnie przyjmuje atom siarki
transferowany na pierscien imidazolowy z cysteiny [15]. U bakterii EGT petni funkcje
ochronng przed stresem $rodowiskowym czy metalami cigzkimi [39]. Mikroorganizmy
syntetyzuja takze inne niskoczasteczkowe zwigzki tiolowe, takie jak glutation, ktore
w podobnym stopniu przyczyniajg si¢ do utrzymania rownowagi redoks. Przyktadem moze
by¢ M. tuberculosis produkujacy wzajemnie si¢ uzupetniajace mykotiol, EGT 1 y-Glu-Cys,
dzieki ktorym jest w stanie przetrwaé w warunkach wzmozonego stresu oksydacyjnego [40].

W 2014 roku uzyskano transgeniczny model Schizosaccharomyces pombe z genem egtl*
pod kontrolg indukowalnego promotora nmt*, aktywowanego przez brak tiaminy
w srodowisku [41]. Poprzez indukcje ekspresji genu egtl™ w S. pombe uzyskano produkcje
EGT na poziomie 1606,3 umol/dm?, podczas gdy szczep typu dzikiego nie przekroczyt
poziomu 0,3 pmol/dm? [41].

Funkcje analogiczng do Egtl petnig enzymy EgtD i EgtB. Model M. aquaticum szczepu

22A z wbudowanymi dodatkowymi kopiami gendéw egtB i egtD oraz delecja genu liazy
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amoniakalnej histydyny wykazywal syntez¢ EGT do 7 mg EGT/g suchej masy komorek
i 100 ug EGT/5 ¢cm® po siedmiu dniach hodowli [42]. Na podstawie modelu opartego
o E. coli odkryto, ze gen gshA kodujacy homolog genu egtA nie jest wystarczajaco wydajny
do syntezy EGT [43,44]. Wbudowanie genu egt4, wraz z genami kodujacymi pozostale
enzymy, do genomu bakterii z jednoczesng stymulacja syntezy cysteiny
i S-adenozynometioniny w komorkach bakterii E. coli pozwolito uzyskaé synteze¢ EGT
na poziomie 1-3 g/dm? [44]. Produkowana w ten sposob EGT byla wydzielana
zewnatrzkomorkowo. Poza ukladami czysto bakteryjnymi do produkcji EGT stosowac

mozna rowniez hodowle drozdzowe.

Transport ergotioneiny przez dwuwarstwe lipidowa

W organizmie cztowieka transport EGT do komorek zalezny jest od transportera
kationdw organicznych typu pierwszego (organic cation transporter novel type 1, OCTN1),
coraz czesciej nazywanego SLC22A4 (od nazwy genu). Transporter SLC22A4 sktada sie
z 551 aminokwasow, zawiera trzy miejsca glikozylacji i 11 domen przezblonowych

(Rycina 2) [45].

Fragment
zewngtrzkomérkowy

Fragment
przezbtonowy

Fragment
wewngtrzkomorkowy

Rycina 2. Struktura transportera SLC22A4 umiejscowiona w blonie komoérkowe;j
z oznaczeniem czeg$ci zewnatrzkomorkowej, przezblonowej oraz wewnatrzkomorkowe;j
biatka. Strukture biatka pobrano z sieci AlphaFold [46,47].
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Praca opublikowana w 2005 roku przez Griindemann i wsp. [1] byta przetomowa dla
poznania mechanizmu transportu EGT — metoda radioizotopowa wykazano,
ze obserwowane dla SLC22A4 wskazniki transportu karnityny i tetractyloamonu sg zbyt
niskie by mogly zosta¢ uznane za fizjologicznie znaczace. Jednym ze specyficznie
pobieranych zwiazkow przez OCTNI1 byta stachydryna, substancja wystepujaca w duzych
ilosciach w owocach cytrusowych [48]. Bioinformatyczna analiza homologii strukturalne;j
wskazala na EGT jako zwigzek o podobnej budowie a eksperymenty wykazaty, ze EGT jest
ponad 100-krotnie wydajniej importowana do wnetrza komoérek niz kation
tetractyloamoniowy [1]. Transport jednej czasteczki EGT przez SLC22A4 jest polaczony
z importem dwoch lub trzech jondéw sodu [1]. Poza EGT, SLC22A4 transportuje rowniez
(Tab. 2) m.in. acetylocholing [49], karnityne [50] czy sperming [51], a takze kilkadziesiat
farmaceutykow — np. werapamil [52], ktory jest jednoczesnie inhibitorem SLC22A4 [53],
gabapentyne [54] czy metformine [10,55].

Tabela 2. Substraty endogenne i pochodzenia naturalnego oraz leki transportowane przez
biatko SLC22A4. Tabelg sporzadzono na podstawie Pochini i wsp. (2022) [10].

Acetylocholina Karnityna Amisulpryd Buformina Klofarabina
Cholina 2’-Deoksycytydyna Cytarabina Emtrycytabina Entekawir
Ergotioneina Homostachydryna Etambutol Fludarabina 5’-Fluorouracyl
Spermina Stachydryna Gabapentyna Gemcytabina Ipratropium
Metformina Oksaliplatyna Fenformina
Pyrilamina Chinidyna Rybawiryna
Sarakatynib Tiotropium Werapamil

Interesujace zjawisko dotyczace aktywnosci SLC22A4 przedstawiono w pracy
Akamine 1 wsp. [56]. Zauwazono, ze wchlanianie transportowanej przez SLC22A4
pregabaliny jest zalezne od pory dnia podania leku szczurom — wchtanianie leku bylo
najwyzsze tuz przed pora karmienia, co potwierdzita analiza poziomu biatka SLC22A4.
Sugeruje to mozliwos¢ dziatania chronobiologicznego, uzaleznionego od rutynowych
czynno$ci — w tym przypadku od positku. U ssakéw wchtanianie EGT rozpoczyna si¢
w $wietle jelita cienkiego [16]. Wydaje si¢ wiec, ze absorpcja EGT z pokarmu bylaby
najbardziej efektywna przy zachowaniu rutynowych poér spozywania positkow, niemniej

jednak to zjawisko wymaga dalszych badan.
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Transporter SLC22A4 wystepuje powszechnie w tkankach cztowieka [10]. Informacji
o rozkladzie ilosciowym SLC22A4 w organizmie czlowieka dostarczaja m.in. dane
z pomiaréw przeprowadzonych na liniach komoérkowych. Jedna z najwyzszych ekspres;ji
SLC22A4 cechuja si¢ komorki glejaka wielopostaciowego IV stopnia (Glioblastoma
multiforme) linii U-138 MG (ok. 30 kopii genu na milion kopii), median¢ stanowig
monocyty linii THP-1 (ok. 2-3 kopie na milion), za$§ najmniej transkryptow SLC22A4
wykryto w komorkach ludzkiego chtoniaka linii U-698 (0,01 kopii na milion) [57,58].
Mozna wigc uznaé, ze SLC22A4 wystepuje powszechnie w komorkach organizmu
ludzkiego, cho¢ pomimo wielu potwierdzajacych te tez¢ publikacji [10] pojawiaja si¢
rowniez doniesienia np. o niewykrywalnym (< 30 fmol/dm?®) poziomie SLC22A4 w ludzkich
komorkach $rédbtonka mikronaczyniowego pochodzacego z 17 1 39 pola Broadmanna [59].
Budzi to watpliwosci w obliczu dotychczasowych doniesien o obecnosci SLC22A4
w barierze krew-mozg [12,60].

Modulacja aktywnosci badz syntezy transportera SLC22A4 moze prowadzi¢ do rozwoju
standéw chorobowych. Nokaut genu slc22a4 u myszy prowadzi do zwigkszonego stresu
oksydacyjnego i zahamowania transportu EGT [61]. Z kolei polimorfizmy genu slc22a4
powigzano z chorobami takimi jak: udar niedokrwienny [62], utrata shuchu [63],
reumatoidalne zapalenie stawow [64] czy choroba Le$niowskiego-Crohna [65]. W ukladzie
komoérkowym wyciszenie genu slc22a4 za pomoca shRNA powoduje spadek wydajnosci
transportu [*H]JEGT (4,5 umol/dm®) o okoto 75% wzgledem komorek kontrolnych oraz
obnizenie ilosci komodrek ulegajacych réznicowaniu w erytrocyty [66]. U myszy chorych
na przewlekla chorob¢ nerek (chronic kidney disease; CKD) stwierdzono istotnie nizsza
wydajno$¢ wchtaniania EGT [67]. Spowodowane jest to obnizong ekspresjg biatka PZDK1,
odpowiedzialnego za regulacje lokalizacji biatek transportowych, w tym SLC22A4. Z kolei
nokaut genu slc22a4 u myszy z CKD podnosi poziom markerow zwloknienia nerek
(kreatyniny i mocznika) i markerow stresu oksydacyjnego (4-hydroksy-2-nonenalu
i karbonylowanych biatek) we krwi. Podobne zmiany zaobserwowano u pacjentéw chorych
na CKD a takze odnotowano nizsze niz u oséb zdrowych stezenie EGT, ktore ulega
deterioracji w miar¢ progresji choroby. Na poziomie komorkowym, wyciszenie ekspresji
SLC22A4 indukowane przez siRNA, uwrazliwia komodrki HeLA na dziatanie stresu
oksydacyjnego indukowanego nadtlenkiem wodoru (0,5 mmol/dm?), prowadzac
do zwigkszenia karbonylacji biatek i peroksydacji lipidow [68].

Rodzina bialek transportowych typu SLC powigzana zostata dotychczas ze znacznie

wigkszg iloscig chordb [69], jest wiec wysoce prawdopodobne, ze lista powigzan dla
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SLC22A4 bedzie wzrasta¢. W przysztosci SLC22A4 moze staé si¢ interesujagcym celem
terapeutycznym. Wiedza o wystepujacych polimorfizmach genu slc22a4 i chorobach z nimi

zwigzanych bytaby doskonatym czynnikiem prognostycznym i diagnostycznym.

Wewnatrzustrojowa lokalizacja i metabolizm ergotioneiny

EGT preferencyjnie gromadzi si¢ w tkankach bardziej narazonych na stres
oksydacyjny [3]. Wchtaniana jest z pokarmu w jelicie cienkim i dalej przekazywana do
krwi, skad trafia do pozostatych tkanek organizmu. St¢zenie EGT w surowicy zalezy przede
wszystkim od diety badanego [70]. Wptyw maja rowniez post [71], wiek [72] i choroby
zwigzane ze stanem zapalnym, jak np. choroba Lesniowskiego-Crohna [61]. EGT podawana
doustnie cechuje sic wysoka wchtanialnoscia z przewodu pokarmowego. Srednie stezenie
EGT zmierzone w osoczu pobranym od pigciu zdrowych, dorostych oséb wynosito
107,4 + 20,5 ng/cm’, podczas gdy stezenie zmierzone w erytrocytach wynosito
1285,0 + 1363,0 ng/cm?® [73]. Dane na temat zawarto$ci EGT w ludzkich erytrocytach
1 szczurzych narzadach zostaty zestawione przez Cheah i Halliwell w pracy przegladowe;j
z 2012 roku [3]. Na jej podstawie oszacowa¢ mozna, ze $rednie st¢zenie EGT wynosi w:

e ludzkich erytrocytach 4,45 + 2,62 mg/100 cm?,

e szczurzych erytrocytach 2,03 + 2,17 mg/100 cm?,

e watrobie szczura 7,66 + 4,03 mg/g,

e nerce szczura 3,62 + 2,41 mg/g,

e jadrach szczura 0,37 £ 0,18 mg/g,

e mozgu szczura 0,31 + 0,14 mg/g.

Znaczne zréznicowanie wyznaczonych stgzen moze by¢ wypadkowa réznych metod
pomiarowych stosowanych do oceny poziomu EGT, w szczegdlnosci metod chemicznych
o wysokim progu detekcji oraz aparatury o niewielkiej selektywnosci. Szczegolnie
zauwazalne jest to w przypadku pomiarow EGT w szczurzych erytrocytach — wyniki
uzyskane za pomoca chemicznych metod pomiarowych zawieraly si¢ w zakresie
1,6 — 5,3 mg/100 cm?, podczas gdy stezenia zmierzone metodg wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (high-performance liquid chromatography; HPLC) byly znacznie
nizsze i wynosity 0,21 — 0,67 mg/100 cm?®. Stosowane w przesztosci metody
kolorymetryczne nie byly tak czute jak obecnie stosowane HPLC czy spektrometria mas
(mass spectrometry; MS) i nie wykluczaty potencjalnie obecnych w probce zanieczyszczen.

Rozbieznosci powodowat roéwniez brak standaryzacji metod chemicznych, gdyz cz¢$¢ z nich
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byla autorsko modyfikowana. Jak sugerujag Cheah i Halliwell [3] niektore z pierwotnie
stosowanych metod mogly takze nie uwzglednia¢ EGT zwigzanej z biatkami.

Metabolizm i wydalanie EGT u ssakéw przebiega stosunkowo wolno [6]. Podawana
zdrowym pacjentom przez siedem dni w dawce 5-25 mg/dziennie nie powoduje skutkow
ubocznych [6]. Glownymi produktami metabolizmu EGT byty N,N,N-trimetylo-histydyna
1 S-metylo-EGT, ktorych wydalane st¢zenia byly $cisle zalezne od przyjetych dawek EGT.
W przypadku niektorych pacjentéw odnotowano rowniez obnizenie stezenia markerow
stresu oksydacyjnego — alantoiny, 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny czy 8-iso-PGF2a —
niestety wyniki nie byly istotne statystycznie.

U myszy karmionych standardowg dieta laboratoryjna (zawierajaca 5,63 + 0,33 ng/mg
EGT) najwiecej EGT lokalizuje si¢ w watrobie (80,65+4,14 ng/mg), krwi pelnej
(58,99 £ 2,05 ng/ul), sledzionie (36,45 + 3,72 ng/mg) i nerkach (27,61 +2,61 ng/mg) [74].
Trwajaca 28 dni suplementacja EGT w ilosci 70 mg/kg/dzien spowodowata wzrost stezenia
EGT w watrobie 2,5-krotnie, krwi pelnej 3,3-krotnie, $ledzionie 1,5-krotnie, nerkach
4,8-krotnie, plucach 2,5-krotnie, sercu 2,3-krotnie, jelicie cienkim 1,9-krotnie, galce ocznej
2,6-krotnie, jelicie grubym 3-krotnie, za§ w moézgu 2,9-krotnie. Wzrost stezenia
N,N,N-trimetylo-histydyny korelowat ze wzrostem stezenia EGT — najwyzsze st¢zenie tego
metabolitu ~ zmierzono w  watrobie (869,10 £76,53 pg/mg), krwi  pelnej
(544,53 +£21,02 pg/ul), $ledzionie (368,92 +22,13 pg/mg) i nerkach
(184,81 £22,45 pg/mg). Sulfonian ergotioneiny byt niewykrywalny w watrobie, galce
ocznej 1 mozgu, a w ptlucach wystgpowal w najwyzszym stezeniu. Najwyzsze stezenie

S-metylo-EGT zmierzono w watrobie [74].

Antyoksydant i chelator?

Endogenne zwiazki tiolowe biorg udziat w utrzymaniu réwnowagi redoks we wszystkich
przedziatach komorki [75]. Charakterystyczng cechg zwigzkéw tiolowych jest zdolnos¢ do
odwracalnych reakcji utleniania. Proces redukcji katalizowany jest przez oksydoreduktazy
1 oksydazy tiolowe [76].

Choroby zwigzane z przewlekla indukcjg stanu zapalnego cechuje nieustannie
wystepujacy stres oksydacyjny [77]. Regularna podaz egzogennego zwigzku
antyoksydacyjnego — w szczego6lnosci wchianianego w jelicie cienkim — mogtaby przyniesé¢
pozytywne efekty np. w chorobie Le$niowskiego-Crohna. W literaturze przedmiotu
dowiedziono, ze EGT reaguje z tlenem singletowym [2], rodnikiem hydroksylowym [39],

nadtlenkami [78], podchlorynem [79] i nadtlenoazotynem [80]. Najwyzsza reaktywnos¢
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wykazuje wzgledem "OH, NO; i tlenu singletowego 'O [2]. Ogromng przewaga EGT nad
innymi zwigzkami o dziataniu antyoksydacyjnym jest zdolnos¢ do odtwarzania pierwotnej
struktury w cyklicznej reakcji redukcji katalizowanej 1 zaleznej od pary GSH/GSSG [2].
Utleniona EGT wystepujaca w formie dimeru (ESSE) i moze zosta¢ zredukowana przez
GSH na drodze wymiany tiolowo-disiarczkowej lub ulec rozktadowi do EGT i reaktywnej
pochodnej kwasu sulfenowego (ESOH). Nastepnie w wyniku reakcji dwoch czasteczek
ESOH powstaje jedna czasteczka EGT 1 pochodna kwasu sulfinowego, ktora jest
przeksztalcana do hercyniny i kwasu siarkowego [78,79]. Mozliwos¢ regeneracji utlenionej
EGT bez specyficznego czynnika redukujacego czy reakcji enzymatycznej umozliwia
utrzymanie wzglednie statego st¢zenia EGT w komorkach organizmu [79].

EGT wykazuje rowniez dzialanie chelatujace jony metali przejsciowych. Oddziatuje ona
z jonami dwuwarto$ciowymi takimi jak Cu?*, Hg?*!, Zn?', Cd*', Ni?* czy Co?" [81,82].
Najwyzszg stabilno$cig cechuja si¢ kompleksy z jonami miedzi, cynku i rteci. Inkubacja
EGT z metaloenzymami zawierajacymi w centrum katalitycznym jony cynku nie prowadzi
do inhibicji ich aktywnosci. Sposrod metaloenzymow zawierajacych w centrum aktywnym
jon miedzi tylko oksydazy polifenolowe ulegaja odwracalnej inhibicji przez EGT
(w zakresie 55 — 90%). W odrdznieniu od innych stosowanych enzymow, oksydazy
polifenolowe w centrum katalitycznym zawieraja jon miedzi Cu*, podczas gdy pozostate
testowane enzymy zawierajg Cu?* [82].

EGT (0,2 mmol/dm?) z 99,7% wydajnoscia powoduje inhibicje reakcji karbonylacji
albuminy, poprzez wytworzenie kompleksu EGT-Cu” z jonem miedzi zredukowanym przez
askorbinian, co zapobiega wytwarzaniu RFT na drodze cyklicznych reakcji redoks
z udzialem askorbinianu i jondw miedzi [9]. EGT jest porownywalnie wydajnym chelatorem
jondw miedzi jak specyficzny chelator jonéw miedzi — disulfonian batokuproiny
(I mmol/dm?®). W ukfadach biologicznych EGT wykazuje zdolno$¢ zapobiegania
uszkodzeniom DNA indukowanym przez jony miedzi [9,83]. Powyzsze informacje
wskazuja, ze EGT jest substancja wykazujaca wlasciwosci prozdrowotne, a zrozumienie
mechanizmow jej dziatania na poziomie komorkowym, poprawi bezpieczenstwo stosowania

jej jako nutraceutyka.
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III. Cel pracy
Celem niniejszej rozprawy byto ustrukturyzowanie i uzupetnienie dostgpnych danych
w celu wyjasnienia zasady neuroprotekcyjnego dzialania EGT oraz sformutowanie
odpowiedzi na hipoteze badawcza zakladajaca, ze ergotioneina indukuje efekt
neuroprotekcyjny petnigc role czgsteczki sygnatowe;j.
Whioskowanie o neuroprotekcyjnym dziataniu EGT bylo w literaturze dotychczas oparte
o modele zwierz¢ce oraz pochodzace od zwierzat linie komorkowe o niestabilnym kariotypie
(np. linia komorkowa PC12).
W celu doprecyzowania mechanizmu dziatania EGT w ludzkich komoérkach
nowotworowych postawiono nastepujace cele:
1) Oceng potencjatu antyoksydacyjnego EGT w odniesieniu do innych antyoksydantow
ro6znigcych si¢ mechanizmem dziatania;
2) Wyjasnienie mechanizmu dziatania neuroprotekcyjnego EGT w komoérkach SH-SYSY
poddanych dziataniu zwiazkow o dziataniu utleniajacym;
3) Ocena wlasciwosci ochronnych 1 sygnalizacyjnych EGT w komoérkach raka

watrobowokomorkowego linii HepG2.
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IV. Materialy i metody

Odczynniki takie jak sole nieorganiczne, kwasy, zasady i rozpuszczalniki stosowano
najwyzszej mozliwej czystosci. O ile nie napisano inaczej, odczynniki zakupiono od firmy
Merck (Darmstadt, Niemcy) lub Chempur (Piekary Slaskie, Polska). Do sporzadzania
roztworow wodnych wykorzystywano, oczyszczang w uktadzie dejonizacja-odwrocona
osmoza, wode z aparatu MilliQ (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA).

L-ergotioneing (Santa Cruz Biotechnology; Dallas, Teksas, USA) do do$wiadczen
przygotowywano w nastgpujacy sposob: EGT rozdzielano po 2 mg in substantia
do probowek typu Eppendorf i przechowywano w temperaturze -20°C do momentu uzycia.
W dniu eksperymentu EGT rozmrazano i rozpuszczano w PBS w celu uzyskania wtasciwego
stezenia. Roztwor filtrowano przez filtr o porach 0,22 um (Merck Millipore)
1 wykorzystywano do do$wiadczen. Roztwdér EGT przechowywano w 4°C przez
maksymalnie 24 godziny.

Materialy zuzywalne stosowane w niniejszej pracy to jednorazowe, sterylne butelki
hodowlane o powierzchni nominalnej 25 ¢m? lub 75 ¢cm? (Sarstedt; Niimbrecht, Niemcy),
jednorazowe sterylne pipety serologiczne o pojemnosci 10, 25 lub 50 cm?, probéwki
wirownicze typu ,,falcon” o pojemnosci 15 i 50 cm® (Greiner Bio-One; Kremsmiinster,
Austria), ptytki hodowlane 96-, 24-, 12- i 6-dotkowe (Nunc, Thermo Fisher Scientific;
Waltham, Massachusetts, USA), probowki typu Eppendorf o pojemno$ciach 1,5 cm? lub
2 ¢cm?® i probowki do pomiarow cytofluorymetrycznych (BD Biosciences; Franklin Lakes,
New Jersey, USA).

Pomiary absorpcjometryczne, luminometryczne i fluorymetryczne przeprowadzano
z wykorzystaniem czytnika ptytek EnVision firmy PerkinElmer (Waltham, Massachusetts,
USA). Pomiary cytofluorymetryczne prowadzono za pomocg cytometrow przeptywowych
LSRII Iub Symphonia firmy BD Biosciences. Rozdziat elektroforetyczny biatek
prowadzono z wykorzystaniem aparatury firmy Bio-Rad (Hercules, Kalifornia, USA).
Chemiluminescencyjng wizualizacj¢ membran PVDF wykonywano w komorze do analizy
chemiluminescencji UVITEC Cambridge Alliance HD4 Mini (Cambridge, Zjednoczone
Kroélestwo Wielkiej Brytanii i Irlandii P6lnocnej). Oceny morfologii komorek dokonywano

z wykorzystaniem mikroskopu Nikon Eclipse Ti-U (Tokio, Japonia).

Hodowla komorek eukariotycznych linii SH-SYSY i HepG2
Komorki eukariotyczne hodowano zgodnie z zaleceniami wydanymi przez Amerykanska

Kolekcje Kultur Typowych (American Type Culture Collection; ATCC; Manassas,
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Wirginia, USA). Hodowlg komoérek prowadzono w temperaturze 37°C, 5% nasyceniu CO>
1 95% wilgotno$ci, w inkubatorze Thermo Scientific (dalej jako ,,warunki standardowe”).
Linie komérkowe byly co trzy miesiace sprawdzane na obecnos$¢ zakazenia Mycoplasma sp.
testem MycoProbe® Mycoplasma Detection Kit firmy R&D Systems (Minneapolis,
Minnesota, USA).

Komorki linii wyprowadzonej z ludzkiego nerwiaka zarodkowego SH-SY5Y hodowano
w pozywce DMEM/F12 (Ham) firmy Gibco nr. kat. 11330032 (Thermo Fisher Scientific),
o zawartosci glukozy 17,5 mmol/dm® suplementowanej do 10% cielecg surowicg ptodowa
(FBS; EurX; Gdansk, Polska). Pasaz przeprowadzano po osiagnigciu przez hodowle
komorkowa ok. 90% konfluencji monowarstwy. Procedur¢ rozpoczynano poprzez
przeniesienie supernatantu znad hodowli komoérkowej do probéwki wirowniczej typu
Falcon. Nastepnie dodawano 2 cm?® 0,25% roztworu trypsyny do naczynia hodowlanego.
Po uptywie okoto 90 sekund weryfikowano proces trypsynizacji monowarstwy
z wykorzystaniem mikroskopu o odwroconej optyce. Do komorek dodawano 8 cm?®
pobranego wczesniej supernatantu celem inaktywacji trypsyny 1 kilkukrotnie przemywano
zawiesing powierzchni¢ adhezyjng naczynia hodowlanego. Nastepnie, przez okoto minutg,
pipetowano zawiesing w celu rozbicia agregatow komorek. Zawiesing przenoszono
do probowki wirowniczej zawierajacej reszt¢ supernatantu i wirowano przez 10 minut przy
predkosci 100 x g w temperaturze pokojowej. Supernatant usuwano a osad komorkowy
zawieszano w 10 cm?® $wiezej pozywki hodowlanej. Do nowych naczyn przenoszono okoto
3,5 cm® zawiesiny komorek i dopetniano do 20 cm?® pozywka.

Komorki raka watrobowokomoérkowego linii HepG2 hodowano w pozywce DMEM
(Gibco) nr. kat. 12320032 o zawartosci glukozy 1 g/dm? i suplementowanej 10% FBS. Pasaz
przeprowadzano analogicznie do procedury opisanej dla linii SH-SYSY, z ta r6znica, ze do
nowych naczyn hodowlanych przenoszono okoto 2 cm? zawiesiny komorek i dopetniano do

10 cm?® pozywka.

Calkowita zdolnos¢ antyoksydacyjna ergotioneiny (EGT) w testach in vitro
Odczynniki wykorzystywane w doswiadczeniu: troloks (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-
tetrametylochromano-2-karboksylowy), askorbinian sodu (AA), kwas moczowy (UA),
glutation w formie zredukowanej (GSH) i L-cysteina (L-C) byly jakosci cz.d.a. Wszystkie
roztwory niezbedne do wykonania do$§wiadczenia wykonywano w 100 mmol/dm? buforze
fosforanowym (Na/Na) o pH 7,4. Troloks i kwas moczowy rozpuszczano w buforze

fosforanowym =z dodatkiem wodorotlenku sodu w celu alkalizacji $rodowiska.
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Do przygotowania roztworu troloksu o stezeniu 100 umol/dm? na kazde 990 mm? buforu
fosforanowego dodawano 10 mm?® roztworu NaOH o stezeniu 1 mol/dm? (do koncowego
stezenia NaOH w roztworze wynoszacego 10 mmol/dm?®). Do sporzadzenia roztworu kwasu
moczowego o stezeniu 100 umol/dm? na kazde 980 mm? buforu fosforanowego dodawano
20 mm? roztworu NaOH o stezeniu 1 mol/dm? (do koficowego stezenia NaOH w roztworze
wynoszacego 20 mmol/dm?). NaOH w roztworach antyoksydantow nie mial wptywu
na wyniki przeprowadzanych testow lub ich przebieg.

Do doswiadczenia wybrano oksydanty rézne pod wzgledem struktury i mechanizmu
dzialania: nadtlenek wodoru (H202), dichlorowodorek 2,2’-azobis(2-
metylopropionamidyny) (AAPH), wodoronadtlenek tert-butylu (TBOOH), dichromian
potasu (K>Cr207). Roztwory antyoksydantow oraz oksydantow sporzadzano w dniu
eksperymentu. Pomiary wykonywano =z wykorzystaniem czytnika mikroplytek
termostatowanego do 37°C. Pomiar catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej wybranych
substancji przeprowadzono z wykorzystaniem dwdch testow o roznej zasadzie dziatania.

Pomiar zdolnosci antyoksydacyjnej réwnowaznikow troloksu (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity; TEAC) [84] wykonywano na okraglodennych, przezroczystych
ptytkach 96-dotkowych dedykowanych do pomiaréw absorpcjometrycznych (Greiner
BioOne). Jako pierwsza metode pomiaru catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej EGT
wykorzystano metodg¢ redukcji kationorodnika ABTS®". Reakcja redukcji ABTS® skutkuje
utrata barwy roztworu, umozliwiajac kolorymetryczny pomiar caltkowitej zdolnosci
antyoksydacyjnej. Przed wykonaniem wtasciwego do$wiadczenia sporzadzono roztwor
nadsiarczanu potasu K»OsS: o stezeniu 140 mmol/dm? w wodzie MilliQ oraz roztwér ABTS
o stezeniu 7 mmol/dm?®. Nastepnie 88 mm?® roztworu nadsiarczanu potasu dodano do
5 cm?® roztworu ABTS i po wymieszaniu na worteksie pozostawiono na 12 godzin w 4°C.
Po uptywie czasu inkubacji roztwor rozporcjowano do probdéwek typu Eppendorf
1 przechowywano w -80°C do ponownego wykorzystania. Roztwory wszystkich substancji
badanych zawsze przygotowywano tuz przed eksperymentem i przechowywano nie dluze;j
niz kilka godzin na fazni lodowej. Krzywa wzorcowg troloksu przygotowywano rownolegle
do kazdego doswiadczenia.

W dniu eksperymentu roztwdér ABTS rozcienczano w proporcji 1:88 buforem
fosforanowym. Roztwory antyoksydantow w odpowiednich st¢zeniach dodawano
na Scianke dotka w objetosci 1 mm?, za$ roztwory oksydantow w tej samej objetosci
na przeciwlegly $cianke¢ w stezeniu odpowiednim do uzyskania koncowego stezenia

40 umol/dm®. Powyzszg procedure stosowano w celu uniknigcia przedwczesnego
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wymieszania si¢ roztworoOw zwigzku antyoksydacyjnego i oksydacyjnego. Bezposrednio
przed pomiarem, za pomoca 96-kanatowego systemu pipetujacego Rainin Liquidator
(Mettler Toledo, Columbus, Ohio, USA), do dotkow plytki reakcyjnej dodawano
100 mm? rozcienczonego roztworu ABTS i bezzwlocznie rozpoczynano pomiar absorbancji
przy diugosci fali rownej 734 nm. Pomiar powtarzano jeszcze dwukrotnie, po uplywie
30 minut i 60 minut od dodania roztworu ABTS. Wyniki przedstawiono w postaci
rownowaznikow troloksu [umol TE/cm?®; TE — trolox equivalents] okreslajgcych zdolno$é
antyoksydacyjng 1 umol/dm?® danego zwigzku jako stezenie troloksu o rownowartosciowym
dziataniu przeciwutleniajacym.

Zasada dziatania testu FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) oparta jest o reakcje
redukcji jonu zelazowego Fe** do jonu zelazawego Fe?* katalizowang przez badang
substancje [85]. W celu przygotowania roztworu roboczego do do§wiadczenia sporzadzono
bufor octanowy o stezeniu 300 mmol/dm® (pH = 3,6), kwasowy roztwor 2,4,6-tris(2-
pirydylo)-s-triazyny o stezeniu 10 mmol/dm?* w 40 mmol/dm? kwasie solnym, oraz chlorek
zelaza (II1) o stezeniu 20 mmol/dm?. Bufor roboczy przygotowywano przed oznaczeniem
poprzez wymieszanie powyzszych roztworéw w proporcjach 10:1:1 1 podgrzewano
do temperatury 37°C. Roztwory antyoksydantéw oraz oksydantow dodawano do dotkow
plytki 96-dotkowej w sposob analogiczny do do$wiadczenia ABTS w objetosci 2,5 mm?.
Nastepnie 150 mm?® buforu roboczego dodawano do kazdego z dotkow i niezwlocznie
rozpoczynano pomiar absorbancji przy dlugosci fali rownej 593 nm. Pomiar powtarzano

po uplywie 30 i 60 minut od dodania buforu roboczego do probek.

Ocena przezywalnosci komorek linii SH-SYSY i HepG2 traktowanych ergotioneing
i innymi zwiazkami

Pomiar przezywalnosci komorek linii SH-SYSY przeprowadzano metoda redukcji
niefluorescencyjnej resazuryny do fluorescencyjnej rezorufiny [86]. Do doswiadczenia
komorki inokulowano na czarne, ptaskodenne ptytki 96-dotkowe (Nunc, Thermo Fisher
Scientific) w ilosci 1,5 x 10* komorek/dotek w 100 mm® pelnej pozywki hodowlane;.
Komorki pozostawiano w warunkach standardowych na 24 godziny.

W zalezno$ci od przeprowadzanego do$wiadczenia, dodawano 50 mm? trzykrotnie
stezonego roztworu ergotioneiny (24-rogodzinna preinkubacja komoérek) lub 50 mm? pelnej
pozywki hodowlanej. Inkubacje ze zwiazkiem badanym przeprowadzano dodajac
czterokrotnie stezony roztwor zwigzku badanego w objetosci 50 mm? na 24 godziny

(lub inny, opisany w omowieniu wynikow). Po zakonczeniu inkubacji z dotkéw ptytki
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hodowlanej usuwano poprzez aspiracj¢ medium kondycjonowane 1 jednokrotnie
przeplukiwano komorki roztworem PBS w celu usunigcia resztek pozywki.
Do monowarstwy komorek dodawano 100 mm? roztworu resazuryny (0,03 mg/cm?®) w PBS
1 pozostawiano w warunkach standardowych na 150 minut. Nastgpnie mierzono natg¢zenie
fluorescencji probek z wykorzystaniem czytnika ptytek uzywajac zestawu filtrow
Ex/Em 560/590 nm.

Przezywalno$§¢ komorek linii HepG2 sprawdzono metoda akumulacji czerwieni
obojetnej [87]. Do doswiadczenia komorki wysiewano na przezroczyste, ptaskodenne ptytki
96-dotkowe w ilosci 1 x 10* komorek/dotek w 100 mm?® pelnej pozywki hodowlanej.
Komorki pozostawiano w warunkach standardowych na 24 godziny. Nastgpnie,
w zalezno$ci od przeprowadzanego do$wiadczenia, dodawano 50 mm?® trzykrotnie
stezonego roztworu ergotioneiny (24-rogodzinna preinkubacja komoérek) lub 50 mm? pelnej
pozywki a nast¢gpnie po ukonczeniu preinkubacji czterokrotnie st¢zony roztwor zwigzku
badanego na 24 godziny (a takze 4 i 72 godziny). Po zakonczeniu inkubacji do hodowli
dodawano 20 mm?® 1l-razy stezonego roztworu czerwieni obojetnej w PBS (stezenie
koncowe w dotku 50 pg/cm?) i pozostawiano w warunkach standardowych na cztery
godziny. Nastepnie usuwano supernatant z dotkow i usuwano resztki barwnika poprzez
trzykrotne, delikatne ptukanie monowarstwy komorek roztworem PBS. Barwnik z komorek
uwalniano dodajgc 150 mm?® roztworu solubilizujgcego (174,8 mmol/dm?® kwasu octowego,
8,3 mol/dm? alkoholu etylowego) do dotkow plytki hodowlanej. Po uptywie 15 minut

mierzono absorbancj¢ probek przy dlugosci fali réwnej 540 nm.

Pomiar generacji reaktywnych form tlenu i azotu

Pomiar generacji reaktywnych form tlenu przeprowadzono z wykorzystaniem sond
fluorescencyjnych: H>DCF-DA  (dioctan  2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny)  [88],
DHE (dihydroetydyna) [89], DHR123 (dihydrorodamina 123) [88], MitoSOX,
DAF-FM-DA  (dioctan  4-amino-5-metyloamino-2’,7’-difluorofluoresceiny)  [90].
Do eksperymentu komorki inokulowano na czarnych ptytkach 96-dotkowych w sposéb
analogiczny do opisanego w podrozdziale 3.3. Komarki preinkubowano z ergotioneing przez
24 godziny a nastgpnie dodawano zwigzki powodujace wystapienie stresu oksydacyjnego.
Po zakonczeniu inkubacji z dotkéw usuwano supernatant, monowarstwe komorek
jednokrotnie przeptukiwano roztworem PBS. Nast¢pnie do kazdego z dotkow dodawano
100 mm? roztworu sondy w PBS o nastepujgcym stezeniu: HDCF-DA — 10 umol/dm?,
DHE - 10 pmol/dm?, DHRI23 - 5 pmol/dm?, MitoSOX - 5 umol/dm?
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DAF-FM — 1 pmol/dm?. Komorki pozostawiano na 30 minut w warunkach standardowych.
Po uplywie czasu inkubacji sondy usuwano poprzez aspiracje a monowarstwe komorek
jednokrotnie przemywano roztworem PBS w celu pozbycia si¢ nadmiaru sondy w dotku
i pozostawiano w 100 mm?® roztworu PBS na czas pomiaru. Punktowych pomiaréw
fluorescencji dokonywano przy nastgpujacych diugosciach fali wzbudzenia/emisji:
H.DCF-DA — 485/535 nm, DHE - 520/590 nm, DHRI123 - 485/535 nm,
MitoSOX — 510/580 nm, DAF-FM — 495/515 nm.

Ocena wplywu ergotioneiny i LPS na rozklad faz cyklu komorkowego w komorkach
linii HepG2

Komorki inokulowano na pltytce 6-dotkowej w ilosci 7,5x10°/dotek w objetosci
3 cm? pelnej pozywki i pozostawiano w warunkach standardowych na 24 godziny. Nastepnie
do hodowli dodawano roztwor ergotioneiny w stezeniu i objgtosci prowadzacym
do uzyskania koficowego stezenia rownego 25 lub 50 pmol/dm?. Po uplywie 24 godzin
inkubacji do hodowli dodano wodny roztwodr lipopolisacharydu (czasteczka O127:B8
z Escherichia coli; Sigma Aldrich) do stezenia koficowego 100 ng/cm’ na 24 godziny.
Kolejno po usunigciu medium kondycjonowanego do monowarstwy komodrek dodano
200 mm?® 0,25% roztworu trypsyny celem oderwania komoérek od naczynia hodowlanego.
Gdy wszystkie komorki ulegly uwolnieniu od podiloza, do dotkéw dodawano
800 mm? roztworu PBS i rozbijano agregaty komérkowe poprzez wielokrotne pipetowanie.
Nastepnie probki przenoszono do proboéwek typu Eppendorf i wirowano w temperaturze
pokojowej przez 10 minut przy 100 x g. Supernatant usuwano a osad zawieszano
w 100 mm? schlodzonego roztworu PBS i wstrzykiwano zdecydowanym ruchem pod
powierzchni¢ schlodzonego uprzednio do -20°C 70% alkoholu etylowego, jednocze$nie
worteksujac. Utrwalone w etanolu komorki odwirowywano przez 10 minut w temperaturze
4°C przy 3000 x g. Nastepnie osad zawieszano w schtodzonym PBS i wirowano jak
wczesniej w celu odptukania resztek alkoholu etylowego. Po usunigciu supernatantu osad
zawieszano w roztworze jodku propidyny (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) o st¢zeniu
75 umol/dm® z dodatkiem 50 jednostek/cm® RNAzy A w PBS [91]. Probki inkubowano
przez 30 minut w ciemnos$ci w temperaturze 37°C. Nastgpnie probki przenoszono do tazni
lodowej 1 wykonywano pomiar cytofluorymetryczny. Analiz¢ wynikoéw wykonano za

pomoca oprogramowania FlowJo i1 GraphPad Prism 9.1.
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Ocena wplywu ergotioneiny na indukcje¢ procesu apoptozy

Komorki linii SH-SY5Y wysiewano w ilosci 0,25 x 10% komorek/dotek na plytce
6-dotkowej w koncowej objetosci pelnej pozywki hodowlanej rownej 3 c¢cm?. Hodowle
pozostawiano na noc w warunkach standardowych. Nastepnie komorki poddawano
preinkubacji z roztworem ergotioneiny w stezeniu koncowym 75 upmol/dm?® przez
24 godziny. Po uplywie czasu preinkubacji do komoérek dodawano roztwory nadtlenku
wodoru, AAPH, DETA NONOate i soli sodowej wodorosiarczynu menadionu
do koncowych stezen kolejno: 50 pmol/dm?, 500 umol/dm?, 250 umol/dm?, 5 umol/dm? na
24 godziny. Nastepnie medium kondycjonowane usuwano i do dotkéw dodawano 1,5 cm?
roztworu PBS zawierajgcego barwnik Hoechst 33342 o stezeniu 10 ug/cm? (17,8 umol/dm?)
i jodek propidyny (PI) w stezeniu 10 pg/cm?® (15 umol/dm?®). Komorki inkubowano przez
15 minut w warunkach standardowych, po czym wykonywano zdje¢cia za pomocy
mikroskopu fluorescencyjnego Nikon Eclipse Ti-U z uzyciem filtrow DAPI oraz PI przy
40-krotnym powigkszeniu obrazu. Natozenie obrazéw komorek z kanatu dla jodku
propidyny oraz Hoechst 33342 zostalo wykonane za pomocg programu ImageJ. Analiza
zdje¢ zostala wykonana za pomocg oprogramowania CellProfiler 4.0 [92] i na podstawie
kodu programu automatyzujacego analiz¢ zdj¢¢ dostgpnego na stronie tworcow
oprogramowania. Dyskryminacja komodrek od resztek komoérek dla poszczegdlnych linii
komoérkowych zostata wystandaryzowana na podstawie danych empirycznych. Uzyskane
warto$ci wzglednej wartosci fluorescencji dla PI/H33342 zostaly zestawione za pomoca
oprogramowania Microsoft Excel. Warto$ci graniczne pozwalajace przypisa¢ komorki
do odpowiednich grup (prawidtowe, wczesnoapoptotyczne, poznoapoptotyczne,
nekrotyczne) optymalizowano eksperymentalnie dla kazdej linii komorkowej. Wyniki
przedstawiono jako procent komodrek przypisanej do danej grupy. Wyniki zestawiono

w GraphPad Prism 9.5.

Pomiar wplywu lipopolisacharydu i ergotioneiny na poziom metalotionein
w komorkach linii HepG2

Ilosciowe oznaczenie metalotionein przeprowadzano za pomoca metody opierajacej si¢
o odczynnik Ellmana [93]. Do wykonania do$wiadczenia 7,5 x 10° komorek/dotek
wysiewano na 6-dotkowej ptytce hodowlanej w 3 cm?® pelnej pozywki hodowlanej/dotek.
Nastepnego dnia do komodrek dodawano roztwor ergotioneiny do koficowego stezenia
25150 umol/dm? i preinkubowano przez 24 godziny. Po preinkubacji do hodowli dodawano

wodny roztwor lipopolisacharydu do koncowej zawartosci rownej 100 ng/dm? i inkubowano
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przez 24 godziny w warunkach standardowych. Nast¢pnie komorki trypsynizowano zgodnie
ze standardowg procedurg i wirowano przez 10 minut w temperaturze pokojowej przy
predkosci 100 x g. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w 250 mm? buforu do sonikacji
(0,5 mol/dm? sacharozy, 20 mmol/dm? Tris-HCI1 pH = 8,6, 0,01% (0/0) 2-merkaptoetanol).
Probowke z zawiesing komérkowa umieszczano na lodzie i sonikowano przez 120 sekund,
przy 50% pulsacji i mocy rownej 80 J x s7!. Komorki wirowano nastepnie przez 30 minut
przy 16000 x g w temperaturze 4°C. Supernatant przenoszono do nowych probowek typu
Eppendorf.

30 mm? supernatantu przeznaczano na oznaczenie zawarto$ci biatka w probie za pomocg
odczynnika przeznaczonego do pomiaru stgezenia biatka w buforach lizujacych
zawierajacych detergenty (Pierce Detergent Compatible Bradford Reagent). Pomiar
przeprowadzano zgodnie z instrukcja producenta. Do 10 mm? probki biatka rozcieficzone;j
dwu-, piecio- i dziesieciokrotnie (w trzech powtdrzeniach) dodawano 300 mm?® odczynnika
do pomiaru st¢zenia biatka. Sporzadzano réwniez stezeniowa krzywa kalibracyjna na bazie
surowiczej albuminy wotowej. Proby inkubowano przez pig¢ minut w temperaturze
pokojowej w zaciemnionym miejscu. Mierzono spektrofotometrycznie przy dlugosci fali
rownej 595 nm. Zawarto$¢ biatka w probie przeliczano na podstawie krzywej kalibracyjne;j
przygotowanej w granicach detekcji odczynnika (2 — 1500 pg/cm?).

Nastepnie do 200 mm?® supernatantu dodawano 210 mm?® schtodzonego do
-20°C bezwodnego (99,99%) alkoholu etylowego i inkubowano co najmniej jedng godzing
w temperaturze -20°C. Mieszaning wirowano przez 10 minut przy 6000 x g w temperaturze
4°C. Supernatant usuwano, a osad przemywano jednokrotnie za pomocg mieszaniny
etanol:chloroform:bufor do sonikacji (w stosunku objetosciowym 81:1:12) poprzez
delikatne worteksowanie i pipetowanie proby. Probki odparowywano do sucha za pomoca
wyparki prozniowej w temperaturze -4°C i zawieszano w 150 mm? buforu reakcyjnego
(5 mmol/dm?® Tris-HCI pH = 7,5, 1 mmol/dm*® EDTA). Nastepnie do przezroczystej,
96-dotkowej ptytki ptaskodennej dodawano 280 mm? 0,43 mmol/dm?® odczynnika Ellmana
w 200 mmol/dm? buforze potasowo-fosforanowym pH = 8,0 i 20 mm? proby badane;j. Probki
inkubowano przez 30 minut w temperaturze pokojowej, nastgpnie zmierzono absorbancje
przy A = 412 nm. Wyniki do$wiadczenia przeliczono na krzywa wzorcowa wykonang
ze zredukowanego glutationu i znormalizowano na miligram biatka w probie (przy

zatozeniu, ze 1 mol metalotionein posiada 20 moli reszt cysteinowych).
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Ocena modulacji autofagii przez EGT

Autofagi¢ w komodrkach oceniono z wykorzystaniem barwnika monodansylokadaweryny
(MDC) [94] na podstawie protokotu wedlug Vazquez i Colombo z odpowiednimi
modyfikacjami [95]. Po inkubacji ze zwigzkami badanymi do komoérek dodano stezony
roztwor MDC w PBS (koficowe stezenie 100 umol/dm?®) i inkubowano przez 15 minut
w temperaturze 37°C. Komorki przeptukano jednokrotnie za pomocg PBS i zlizowano celem
uwolnienia MDC za pomocg buforu lizujgcego (10 mmol/dm?® Tris-HCI, pH = 8, Triton
X-100 0,1% (v/v)) w objetosci koncowej 100 mm?* na dotek. Pomiaru fluorescencji MDC
dokonano dla wartosci ekscytacji/emisji wynoszacych odpowiednio 365 oraz 525 nm.
Normalizacji sygnatu dokonano poprzez oceng ilosci DNA w lizacie za pomoca jodku
propidyny (w stezeniu koncowym 10 pg/cm?). Pomiaru dla jodku propidyny dokonano dla

warto$ci ekscytacji/emisji wynoszacych odpowiednio 535 oraz 615 nm.

Ocena aktywnosci wybranych transporterow z rodziny ABC

Wszystkie ponizsze do$§wiadczenia zwigzane z oceng aktywnosci transporteréw ABC
rozpoczynano w nastepujacy sposob: komorki wysiewano w naczyniach hodowlanych
o nominalnej powierzchni 25 ¢cm? w ilosci 2 x 10% komérek w 5 ¢cm?® pelnej pozywki
hodowlanej. Do wykonania jednego powtdérzenia tego do$wiadczenia wysiewano
co najmniej trzy takie naczynia hodowlane (proby: komorki kontrolne, komorki inkubowane
z ergotioneing w stezeniu 25 pumol/dm?, komorki inkubowane z ergotioneing w stezeniu
50 pumol/dm?). Nastepnego dnia do hodowli dodawano 1 c¢m?® roztworu ergotioneiny
w stezeniu odpowiednim do otrzymania koncowego stezenia rownego kolejno
25 pmol/dm?® i 50 pmol/dm?. Komorki pozostawiano na 24 godziny w warunkach
standardowych. Po uplywie czasu inkubacji usuwano supernatant a monowarstwe komorek
przemywano jednokrotnie roztworem PBS niezawierajagcym jondw wapnia i magnezu.
Komorki uwalniano od podiloza dodajagc 1 cm?® 0,25% roztworu trypsyny. Nastepnie
dodawano 4 cm® pelnej pozywki hodowlanej w celu neutralizacji trypsyny i wielokrotnie
pipetowano pipeta serologiczng o pojemnos$ci 10 cm?. Komorki przenoszono do probowek
typu Falcon o pojemnosci 15 cm?® i wirowano przez 10 minut przy 100 x g w temperaturze
pokojowej. Supernatant usuwano poprzez aspiracje a osad zawieszano w 2 c¢cm® pelnej

pozywki hodowlanej. Zawiesiny komorek przenoszono do probowek i inkubowano w 37°C.
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Pomiar aktywnosci transporterow ABCBI1 z uzyciem kalceiny

Kazdg z probek dzielono na dwie rowne czgsci po 1 em? kazda i przenoszono do osobnych
probéwek. Kontrolg pozytywna inhibicji transportera ABCB1 uzyskiwano poprzez dodanie
do jednego zestawu probek roztworu werapamilu. Tak wiec do pierwszego zestawu
niezawierajacego inhibitora dodawano 1 cm? pelnej pozywki hodowlanej zawierajacej ester
acetoksymetylowy kalceiny w stezeniu 40 nmol/dm? (koficowe stezenie w probowce rowne
20 nmol/dm?), podczas gdy do zestawu bedgcego pozytywng probg kontrolng dodawano
1 cm® pelnej pozywki zawierajgcej ester acetoksymetylowy kalceiny w  stezeniu
40 nmol/dm? oraz werapamil w stezeniu 50 pmol/dm?® [96]. Niezwlocznie po dodaniu
barwnika (lub barwnika z inhibitorem) zawiesing mieszano poprzez worteksowanie
1 rozpoczynano pomiar, kazdorazowo rejestrujac 10000 zdarzen. Pomiar wykonywano

co 2 minuty az do osiggnigcia wysycenia probek barwnikiem.

Pomiar aktywnosci transportera ABCC1 z uzyciem Fluo-3

Kazdg z probek dzielono na dwie rowne czgsci po 1 cm? kazda i przenoszono do osobnych
probowek pomiarowych. Kontrole pozytywna inhibicji transportera ABCC1 uzyskiwano
poprzez dodanie do jednego zestawu probek roztworu MKS571. Tak wiec do pierwszego
zestawu niezawierajgcego inhibitora dodawano 1 cm® pelnej pozywki hodowlanej
zawierajgcej ester acetoksymetylowy Fluo-3 w stezeniu 2 pumol/dm® (koncowe stezenie
w probowce rowne 1 umol/dm?®), podczas gdy do zestawu bedacego pozytywng proba
kontrolng dodawano 1 ¢cm® pelnej pozywki zawierajacej ester acetoksymetylowy Fluo-3
w stezeniu 2 umol/dm? i inhibitor MK571 w stezeniu 50 pmol/dm? [97]. Niezwlocznie
po dodaniu barwnika (lub barwnika z inhibitorem) zawiesing mieszano poprzez
worteksowanie i rozpoczynano pomiar na wysokiej predkosci przeptywu, kazdorazowo
rejestrujac 10000 zdarzen. Pomiar wykonywano co 5 minut az do roztadowania komorek

z czasteczek barwnika.

Pomiar aktywnosci transportera ABCC1 z uzyciem BCECF-AM

Do kazdej z prob dodawano 1 cm?® trzykrotnie stezonego roztworu BCECF-AM
(900 nmol/dm?; koficowe stezenie w probowce rowne 300 nmol/dm?) na czas 3 minut
w 37°C [98]. Nastepnie probki niezwlocznie umieszczano na lodzie i wirowano przez
10 minut w 4°C przy 100 x g. Po zakonczeniu wirowania probki przenoszono na 16d
i usuwano supernatant. Do kazdej z probowek dodawano 2 ¢cm® zimnej pelnej pozywki

1 zawieszano osad poprzez wielokrotne pipetowanie. Kazda z probek dzielono na dwie
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rowne czesci po 1 cm?® kazda i przenoszono do osobnych probéwek pomiarowych. Kontrole
pozytywna inhibicji transportera ABCC1 uzyskiwano poprzez dodanie do jednego zestawu
probek roztworu MK571. Tak wigc do pierwszego zestawu niezawierajacego inhibitora
dodawano 1 cm? pelnej pozywki hodowlanej ogrzanej do 37°C, podczas gdy do zestawu
bedacego pozytywna proba kontrolng dodawano 1 cm? petnej pozywki hodowlanej ogrzane;j
do 37°C zawierajgcej inhibitor MK571 w stezeniu 50 pmol/dm?. Niezwtocznie po dodaniu
ogrzanej pozywki zawiesing mieszano poprzez worteksowanie i rozpoczynano pomiar
na wysokiej predkosci przeptywu, kazdorazowo rejestrujac 10000 zdarzen w populacji
czwartej. Pomiar wykonywano co 10 minut az do roztadowania komoérek z czasteczek

barwnika. Pomi¢dzy pomiarami probki inkubowano w 37°C.

Analiza ekspresji wybranych genow w komorkach HepG2 metoda qPCR

Modulacje ekspresji gendw oznaczono metoda Real-Time qPCR. W tym celu z komorek
HepG2 wyizolowano calkowite RNA, ktore nastgpnie przepisano na drodze reakcji
odwrotnej transkrypcji, aby otrzyma¢ cDNA. Do izolacji RNA z hodowli komorkowe;j
wykorzystano zestaw do kolumienkowej izolacji catkowitego RNA z komorek
eukariotycznych (Syngen, Wroctaw, Polska). Komorki inokulowano w ilosci 7,5 x 10°
w 3 cm® pelnej pozywki hodowlanej/dotek na 6-dotkowych plytkach hodowlanych.
Nastepnego dnia do komodrek dodawano roztwor ergotioneiny do koficowego stezenia
25 i 50 pmol/dm®* w dotku i pozostawiano w warunkach standardowych na
24 godziny. Procedur¢ lizy komorek rozpoczynano poprzez usuni¢gcie medium
kondycjonowanego znad monowarstwy i jednokrotne przeptukanie roztworem PBS.
Do dotkow dodawano 200 mm? 0,25% roztworu trypsyny i pozostawiano w warunkach
standardowych do czasu odpadnigcia komorek od podloza naczynia. Nastepnie dodawano
po 800 mm?/dotek roztworu PBS i pipetowano wielokrotnie. Probki wirowano przez
10 minut w temperaturze pokojowej przy 100 X g. Supernatant usuwano a osad zawieszano
w 350 mm?® buforu lizujgcego z 1% zawarto$cig 2-merkaptoetanolu i intensywnie
worteksowano. Probki inkubowano przez pi¢¢ minut w temperaturze pokojowej w celu
poprawnej lizy komorek. Lizaty nanoszono na kolumienki i wirowano przez 2 minuty przy
10000 x g w 4°C (od tego momentu calg preparatyke wykonywano w tazni lodowe;j).
Kolumienki usuwano a przesacz mieszano z jedng objgtoscia schtodzonego do 4°C 70%
etanolu i mieszano poprzez kilkukrotne pipetowanie. Nastgpnie calo$¢ przenoszono
na kolumienki wigzace i wirowano przez 1 minut¢ w 4°C przy 10000 x g. Przesacz usuwano

a kolumienke ptukano dwukrotnie 250 mm?® buforu RP1 a nastepnie dwukrotnie stosujgc

29



700 mm? buforu RP2. Wszystkie plukania wykonywano w ten sam sposob, tj. nanoszono
odpowiedni bufor na ztoze kolumienki i wirowano probki przez 1 minut¢ w 4°C przy
10000 x g. Po zakonczeniu procedury plukania suszono kolumienki poprzez wirowanie przy
10000 x g w 4°C przez 3 minuty. Elucj¢ RNA przeprowadzano poprzez natozenie
bezposrednio na ztoze 40 mm?® wody wolnej od RNAz i wirowanie przez 2 minuty przy
10000 x g. Parametry jakosciowe RNA ustalano za pomocg aparatu Nanodrop
(ThermoFisher Scientific) poprzez pomiar absorbcji proby przy A = 260 nm oraz pomiar
parametréw 230/260 1 260/280. Poporcjowane proby przechowywano w -80°C do momentu
wykonania doswiadczenia.

Wyizolowany materiat RNA poddawano reakcji odwrotnej transkrypcji przy uzyciu
zestawu Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR (ThermoFisher Scientific).
Mieszaning reakcyjng sporzadzano w nastepujacy sposob: na kazde 2 pg catkowitego RNA
dodawano 4 mm? buforu reakcyjnego, 2 mm? roztworu odwrotnej transkryptazy i dopetniano
wodg wolng od RNAz do objetosci konicowej 20 mm?. Probki inkubowano kolejno: 10 minut
w 25°C, 30 minut w 60°C i 5 minut w 85°C. Gotowe cDNA rozcienczano osmiokrotnie wodg
wolng od DNAz i przechowywano analogicznie do materialu DNA do czasu oznaczen.

Reakcje qPCR przeprowadzano za pomocag dostepnych komercyjnie 96-dotkowych
ptytek reakcyjnych ABC Transporter Panel (Roche, Bazylea, Szwajcaria) zawierajacych
84 zestawy starter6w do pomiaru liczby kopii mRNA kodujacego wybrane transportery
ABC. Analize ekspresji transportera SLC22A4 oparto o startery przygotowane
na zamowienie przez firm¢ Genomed (Warszawa, Polska). Sekwencja starterow: forward
5’- GAATCTCCCCGATGGCTGAT-3’, reverse 5’- TCAGGGGATTTAGCTCCTCCA-3’;
dlugo$¢ produktu 133 bp. Sekwencje¢ primerdw przygotowano i zwalidowano za pomocag
narzedzi PrimerBLAST 1 OligoAnalyzer 3.1. Wszystkie reakcje qPCR przeprowadzano
za pomocg termocyklera C1000 Thermal Cycler z glowica do pomiaru fluorescencji
przystosowang do ptytek 96-dotkowych CFX96 Real-Time System (Bio-Rad).

Amplifikacj¢ cDNA z wykorzystaniem ptytek ABC Transporter Panel przeprowadzano
w dedykowanej do tego celu mieszaninie reakcyjnej LightCycler 480 Probes Master
(Roche). Reakcje przeprowadzano w koncowej objetosci rownej 20 mm?, w sktad ktore;j
wchodzito 10 mm?® dwukrotnie stezonej mieszaniny reakcyjnej, 5 mm?® wody wolnej
od DNAz i 5 mm® matrycy cDNA. Protokot reakcyjny przebiegal nastepujaco: jeden cykl
trwajacy 10 minut w temperaturze 95°C, nastepnie 45 cykli po 10 sekund w temperaturze

95°C 1 30 sekund w temperaturze 60°C (wlacznie z pomiarem fluorescenciji).
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Reakcje qPCR majace na celu ocen¢ ekspresji genu kodujacego biatko SLC22A4
przeprowadzano w mieszaninie reakcyjnej SYBR GreenER™ qPCR SuperMix Universal
(ThermoFisher Scientific). Do dotka ptytki 96-dotkowej do reakcji qPCR dodawano
10 mm?® dwukrotnie stezonej mieszaniny reakcyjnej, 1,5 mm?® mieszaniny obu starteréw
(stezenie koncowe 0,3 pmol/dm?), 6,5 mm? wody do PCR i 2 mm?® matrycy cDNA. Reakcje
prowadzono wedlug nastepujacych ustawien: jeden cykl przez 2 minuty w temperaturze
50°C, jeden cykl przez 10 minut w temperaturze 95°C, 40 cykli po 15 sekund w temperaturze
95°C 1 45 sekund w temperaturze 60°C (wlacznie z pomiarem fluorescencji). Na koniec
procesu amplifikacji wyznaczano krzywa topnienia w celu oznaczenia specyficznosci

powstajacego produktu (zakres temp. 65°C - 95°C z pomiarem co 0,5°C).

Ocena poziomu wybranych bialek w komdérkach HepG2 i SH-SYSY metoda western
blot

W celu uzyskania lizatu biatkowego z komorek linii HepG2 i SH-SYSY inokulowano
kolejno 7,5 x 10°1 1,0 x 10° komoérek/dotek na 6-dotkowej ptytce hodowlanej w 3 cm? pelne;j
pozywki hodowlanej. Przeprowadzano preinkubacj¢ z ergotioneing dodajac do dotkow
1 ¢cm?® czterokrotnie stezonego roztworu ergotioneiny do uzyskania stezen koncowych
251 50 umol/dm? dla komorek linii HepG2 lub stezen koficowych 100 i 200 pumol/dm? dla
komorek linii SH-SYSY. Po uptywie 24 godzin preinkubacji komorki traktowano
zwigzkami badanymi. Po zakonczeniu inkubacji komorki trypsynizowano dodajac
200 mm?/dotek 0,25% roztworu trypsyny pozostawiajac na okoto 10 minut w warunkach
standardowych. Nastepnie do komoérek dodawano 800 mm?/dotek schtodzonego do
4°C roztworu PBS zawierajacego 1% inhibitoréw proteaz (AEBSF, aprotynina, bestatyna,
E-64, leupeptyna i pepstatyna A; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) i 1% inhibitorow
fosfataz (kantarydyna, szczawian (-)-p-bromolewamizolu i kalikulina A; Sigma-Aldrich,
Merck). Zawiesing komorek pipetowano wielokrotnie. Proby przenoszono do probdéwek
o pojemnosci 1,5 cm?® i wirowano przez 10 minut przy 100 x g w temperaturze pokojowe;.
Supernatant usuwano poprzez aspiracje a osad zawieszano w 150 mm?® buforu lizujgcego
M-PER (ThermoFisher Scientific) zawierajacego 1% inhibitorow fosfataz i 1% inhibitorow
proteaz. Probki worteksowano do rozbicia osadu komdrkowego i wytrzasano przez 30 minut
przy 1200 rpm w 4°C. Lizaty komoérkowe nast¢pnie mrozono i przechowywano w -80°C az
do dnia eksperymentu.

Rozmrozone w tazni lodowej proby wirowano przez 10 minut w temperaturze 4°C przy

12000 % g w celu usunigcia pozostatosci po lizie. Supernatant przenoszono do nowych
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probowek typu Eppendorf. Do rozdziatu elektroforetycznego przygotowywano mieszaning
zawierajgca 20 ug calkowitego biatka, 4 mm?® pieciokrotnie stezonego buforu obcigzajgcego

Pierce™

Lane Marker Reducing Sample Buffer (ThermoFisher Scientific), cato$¢
dopetniajgc do 20 mm? buforem lizujgcym M-PER. Probki doktadnie mieszano, a nastepnie
inkubowano przez 5 minut w temperaturze 95°C w celu redukcji struktury biatek.
Po inkubacji probki przechowywano w temperaturze pokojowej i po wystygnieciu
naktadano na przygotowany zel. W zalezno$ci od dostepnosci elektroforeze prowadzono
na zelach poliakrylamidowych przygotowanych w laboratorium badz tez komercyjnie
dostgpnych gradientowych zelach poliakrylamidowych (Bio-Rad). Procentowo$¢ Zzelu
dobierano indywidualnie do zestawu testowanych bialek (w zalezno$ci od ich masy oraz
stopnia fosforylacji). Niezaleznie od procentowosci zelu do zewnetrznych rynienek zawsze
naktadano kolorowy wzorzec mas zgodnie z zaleceniami producenta (jeden z dwoch,
w zaleznos$ci od masy szukanego biatka — Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-
Rad) lub SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific)). Proby nakladano na zel w objetosci 20 mm?/rynienke. Elektroforeze
prowadzono w buforze SDS-PAGE (25 mmol/dm? Tris, 192 mmol/dm? glicyny, 0,1% SDS,
pH 8.3) pod napigciem 40 V przez 5 minut a nast¢pnie pod napieciem 120 V przez okoto
45 minut, az do pelnego rozdziatu. Transfer z Zelu na membrang PVDF Trans-Blot Turbo
Transfer Pack (Bio-Rad) przeprowadzano przy uzyciu aparatu do elektrotransferu Trans-
Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad) a nastgpnie membrany umieszczano w buforze
blokujacym na godzing lub 30 minut w zaleznos$ci od stosowanego buforu. W zaleznosci od
szukanych bialek stosowano jeden z dwodch buforéw blokujacych: 5% roztwor
odtluszczonego krowiego mleka w proszku w TBST (20 mmol/dm® Tris,
150 mmol/dm? NaCl, 0.1% Tween 20) lub komercyjnie dostepny roztwor blokujacy
EveryBlot Blocking Buffer (Bio-Rad) stosowany do ufosforylowanych form badanych
biatek. Po uptywie czasu blokowania, membrany umieszczano w szalce z TBST i cigto
skalpelem réwnolegle do wzorca mas w celu podzielenia membran. Zablokowane kawatki
membrany umieszczano w buforach blokujacych zawierajacych przeciwciata skierowane
na szukane biatka (Tab. 3). Rozcienczenie przeciwcial dobierano na podstawie zalecen
producenta i metoda dot-blot. O ile nie zaznaczono inaczej, przeciwciala skierowane
na biatka badane stosowano w rozcienczeniu 1:1000. Kawatki membran inkubowano przez
noc na wytrzasarce orbitalnej w temperaturze pokojowej. Nastepnego dnia do kawatkow
membran dodawano przeciwcialo skierowane na B-aktyng w rozcienczeniu

1:10000 i inkubowano przez godzing na wytrzasarce orbitalnej. Roztwory przeciwcial
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usuwano a kawatki membran ptukano w TBST czterokrotnie, kolejno przez 30 sekund,
5 minut, 10 minut i 15 minut, wymieniajac roztwor TBST po kazdym z plukan. Nastepnie
membrany zawieszano W roztworze przeciwcial drugorzgdowych sprzgzonych
z peroksydaza chrzanowa (horseradish peroxidase; HRP). Stosowano przeciwciato anty-
mysie (rozcienczenie 1:10000) i anty-krdlicze (rozcienczenie 1:60000) w zaleznosci od
uzytych przeciwciat pierwszorzedowych. Membrany inkubowano przez godzine a nastgpnie
ptukano analogicznie jak wczesniej. Wizualizacje chemiluminescencyjng membran
przeprowadzano za pomoca aparatu UVITEC Cambridge Alliance HD4 Mini (Cambridge,
Zjednoczone Krolestwo Wielkiej Brytanii i1 Irlandii Polnocnej) po uprzedniej inkubacji
membrany w roztworze wywotujagcym na bazie luminolu SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate (ThermoFisher Scientific). Analiz¢ densytometrii przeprowadzano za

pomoca oprogramowania dotaczonego do aparatu do chemiluminescencji.

Analiza statystyczna uzyskanych wynikow
O ile nie wskazano inaczej, wyniki porownywano mi¢dzy soba stosujac test t-Studenta.
Istotno$¢ statystyczng wyniko6w oznaczano w nastgpujacy sposob: (*) p < 0,05;

(**)p <0,01; (***) p <0,001; (****) p <0,0001.
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Tabela 3. Wykaz przeciwcial wykorzystywanych w doswiadczeniach. CST — Cell Signaling
Technology; AB — Affinity Biosciences; r — krolicze; m — mysie.

701 D7D12 (CST) rlgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
ZEB1 D80D3 (CST) rlgGy Kozie anty-rIgG; koniugat z HRP
E-kaderyna 24E10 (CST) rIgGy Kozie anty-rIgG; koniugat z HRP
N-kaderyna D4R1H (CST) rlgGi Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
B-katenina DI10AS8 (CST) rIgGy Kozie anty-rIgG; koniugat z HRP
Klaudyna-1 D5HID (CST) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
Wimentyna D21H3 (CST) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
Snail C15D3 (CST) rIgGi Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
Slug C19G7 (CST) rlgGi Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
Hsc70 AB 2837673 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
Cdks5 AB 2835215 (AB) rlgGi Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
GSK-3a AB 2835192 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
LC3-A AB 2835334 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
LC3-B AB 2844592 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
mTOR NP_004949 (biorbyt) mlgG Krolicze anty-mIgG: koniugat z HRP

GSK3p AB 2834935 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
p-GSK3p AB 2834439 (AB) rlgGi Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP

(Ser9)

ULK1 AB 2841079 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG: koniugat z HRP
p-ULK1 AB 2844452 (AB) rIgGy Kozie anty-rIgG; koniugat z HRP
(Ser758)

SLC22A4 | NP 003050 (Novus) mlgG Krolicze anty-mIgG: koniugat z HRP
ABCC1 QCRL-1 (Sigma) mlgG Krolicze anty-mIgG: koniugat z HRP
ABCC2 CPRY6 (Sigma) mlgG Krolicze anty-mIgG: koniugat z HRP
B-aktyna AC-74 (Sigma) mlgG Kroélicze anty-mlgG; koniugat z HRP
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VI. Wyniki
W niniejszej czesci dysertacji przedstawiono empiryczne dowody wspierajace teze,
ze ergotioneina (EGT) w komoérkach eukariotycznych pelni nie tylko funkcje

antyoksydacyjna, ale réwniez funkcj¢ czasteczki sygnalowe;.

Pomiar calkowitej wydajnosci antyoksydacyjnej ergotioneiny in vitro

W celu oceny catkowitej zdolnos$ci antyoksydacyjnej EGT zastosowano dwie metody
pomiarowe: metode redukcji kationorodnika ABTS i1 metode FRAP. Pomiary
przeprowadzone metoda redukcji kationorodnika ABTS wykazaly, ze EGT jest
porownywalnie efektywnym antyoksydantem co kwas moczowy (UA) (p= 0,46), cho¢
stabszym niz kwas askorbinowy (AA) (p= 0,05) (Ryc. 3A). W poréwnaniu do glutationu
(GSH) (p= 0,0044) i L-cysteiny (L-C) (p < 0,0001), EGT jest mniej efektywnym
antyoksydantem. L-C 1 GSH wydajnie przereagowaly z nadtlenkiem wodoru,
co spowodowato obnizenie wartosci TE dla L-C w tescie o okolo 90% i1 GSH
o okoto 40% (Ryc. 3B). Natomiast EGT nie wykazuje wysokiej reaktywno$ci wzgledem
nadtlenku wodoru, przez co w obecnosci H>O> rownie skutecznie jak GSH zareagowala
z kationorodnikiem ABTS. Zastosowanie w doswiadczeniu AAPH, czyli generatora
rodnikow nadtlenkowych, nie powoduje znacznego spadku wartosci pomiaru catkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej badanych zwigzkow (Ryc. 3C). EGT nie wykazuje wysokiej
reaktywnos$ci wzgledem AAPH, osiggajac wartosci TE nizsze od AA (p= 0,0025), GSH
(p= 0,0001) i L-C (p < 0,0001). Podobnie prezentuja si¢ zaleznosci pomiedzy
antyoksydantami w obecnosci TBOOH (Ryc. 3D). Natomiast w obecnosci dichromianu
potasu antyoksydanty UA (p= 0,0067), GSH (p= 0,0005) i L-C (<0,0001) reaguja rOwnie
wydajnie co EGT, przez co ich wartosci TE nie ulegaja duzej zmianie. Z uwagi
na specyficzng reakcj¢ AA z dichromianem analiza statystyczna wykazata brak réznic
pomiedzy EGT i AA. Dowodzi to, ze EGT nie reaguje z dichromianem jak AA, co stanowi
kolejng zalete tego zwiazku. EGT w fizjologicznym pH wystepuje gtownie w strukturze
tiomocznikowej. W srodowisku o kwasowym pH réwnym 3,6 EGT byta rownie wydajnym
antyoksydantem jak w tescie opartym o redukcj¢ kationorodnika ABTS (Ryc. 4A). Sposrod
wszystkich badanych substancji AA i UA wykazaly najbardziej wydajne dzialanie
antyoksydacyjne (Ryc. 4A). Wyniki pomiaréw wartosci TE dla AA (p < 0,0001)
1UA (p <0,0001) byty kolejno okoto 2,5-krotnie i 2-krotnie wigksze od wartosci uzyskanych
przez EGT. Wszystkie badane substancje zareagowaly z nadtlenkiem wodoru,

co spowodowato obnizenie wartosci TE (Ryc. 4B).
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Rycina 3. Calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna ergotioneiny 1 modelowych
antyoksydantow zmierzona metoda redukcji kationorodnika ABTS. Wyniki wyrazono
w rownowaznikach troloksu (TE od Trolox Equivalents) w jednostce pumol TE/cm?.
Na wykresach przedstawiono kolejno (EGT) ergotioneing, (AA) kwas askorbinowy, (UA)
kwas moczowy, (GSH) glutation i (L-C) L-cysteing. Do$wiadczenie przeprowadzono (A)
bez dodatku zwigzku utleniajacego, (B) z 40 umol/dm?® H>O>, (C) 40 pmol/dm* AAPH, (D)
40 umol/dm* TBOOH, (E) 40 pumol/dm?® K>Cr,O7. Istotno$¢ statystyczng wyznaczono
dla porownania $redniej arytmetycznej wynikow danego zwigzku do $redniej arytmetycznej
wynikow ergotioneiny. Wyniki wyrazono w postaci warto$ci sredniej arytmetycznej = SD,
n=3.

W tescie FRAP, ze wzgledu na specyfike testu, antyoksydanty AA i UA wykazaty
stosunkowo nizszy wynik TE w obecno$ci zwigzku utleniajacego niz w tescie redukcji

kationorodnika ABTS (Ryc. 3B).
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Rycina 4. Calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna ergotioneiny 1 modelowych
antyoksydantow zmierzona metodg FRAP. Wyniki wyrazono w rownowaznikach troloksu
(TE) w jednostce umol TE/cm?. Na wykresach przedstawiono kolejno (EGT) ergotioneing,
(AA) kwas askorbinowy, (UA) kwas moczowy, (GSH) glutation i (L-C) L-cysteing.
Dos$wiadczenie przeprowadzono (A) bez dodatku zwigzku utleniajgcego, (B) z 40 pmol/dm?
H>0,, (C) 40 umol/dm* AAPH, (D) 40 umol/dm* TBOOH, (E) 40 umol/dm?® K>Cr,O.
Istotnos$¢ statystyczng oznaczono dla poréwnania $redniej arytmetycznej wynikéw danego
zwigzku do $redniej arytmetycznej wynikow ergotioneiny. Wyniki wyrazono w postaci
$redniej arytmetycznej wynikoéw czastkowych + SD, n = 3.

W obecnos$ci AAPH lub TBOOH badane zwigzki (EGT, AA 1 UA) wykazuja zblizong
efektywno$¢ przeciwutleniajaca co w przypadku zastosowania nadtlenku wodoru
(Ryc. 4C-D). AA, podobnie jak w metodzie opartej o redukcje kationorodnika ABTS,

w znacznej cze$ci ulegt reakcji z jonami chromu i co za tym idzie w znacznie nizszym
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stopniu ulegt reakcji redoks z jonami zelazowymi (Ryc. 4E). W przypadku EGT nie

zaobserwowano istotnych zmian w zaleznosci od $rodka utleniajacego.

Ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych EGT w ukladzie komérkowym

EGT w wybranym zakresie stezen (10-200 pmol/dm?) nie powodowata istotnych zmian
w przezywalnosci komorek linii SH-SYSY. EGT spowodowata obnizenie przezywalno$§¢
hodowli o maksymalnie 12% wzgledem wartosci kontrolnych (Ryc. 5A).

W uktadzie komorkowym sprawdzono toksycznos$¢ nastepujacych zwigzkéw o dziataniu
utleniajagcym: nadtlenku wodoru, AAPH, TBOOH i dichromianu potasu. Komorki
traktowano wybranymi zwigzkami w zakresie stezen przez 24 godziny (Ryc. 5). Komorki
SH-SYS5Y wykazywaty odporno$¢ na dziatanie nadtlenku wodoru w stgzeniu koncowym
150 umol/dm?, ktory spowodowat spadek przezywalnosci komorek o 10% (Ryc. 5B).

Inkubacja komérek z AAPH w wybranym zakresie stezen (10-2000 pmol/dm?) réwniez
nie spowodowata spadku przezywalnosci komorek ponizej 50% wartosci kontrolnych
(Ryc. 5C). Traktowanie komoérek DETA w najwyzszym stosowanym  st¢zeniu
(500 pmol/dm?®) obnizyto przezywalno$¢ hodowli o ok. 20%, cho¢ trend ten utrzymywat si¢
juz od stezenia 15,63 pmol/dm? (Ryc. 5D). Ze wszystkich wybranych zwigzkoéw jedynie
menadion w zastosowanym zakresie stezef (5-100 pmol/dm?) spowodowat $mier¢
wszystkich komorek (ICso= 71,42 pumol/dm®) (Ryc. 5E). Na podstawie powyzszych
wynikow dobrano stezenia substancji do kolejnych doswiadczen bazujac na toksyczno$ci
badanych zwigzkow wzgledem komorek linii SH-SYSY. Wybrano stezenia, ktére nie
powodowaty spadku przezywalnosci wigkszego niz 25% wzgledem komorek kontrolnych.

Kolejne doswiadczenie miato na celu ocen¢ zdolnosci EGT do zapobiegania $mierci
komorek indukowanej przez substancje o dziataniu utleniajagcym. Komorki linii SH-SYSY
preinkubowano z jednym z dwoch stezen EGT: 50 lub 75 umol/dm? przez 24 godziny.
Po uplywie czasu preinkubacji do hodowli komorkowych dodawano zwiazki utleniajace
1 24-godziny po6zniej dokonywano pomiaru przezywalnosci. Komorki poddane dzialaniu
nadtlenku wodoru w stezeniu 50 pmol/dm® wykazaly przezywalno$§¢ na poziomie
(X £ SD) 86,84 + 8,02% warto$ci komorek kontrolnych (Ryc. 6A). Preinkubacja komorek
z EGT w stezeniu 50 pmol/dm? nie spowodowata zmian w przezywalnos$ci (86,24 + 8,38%)
wzgledem proby z nadtlenkiem wodoru. Z kolei EGT w stezeniu 75 umol/dm® wywotato
efekt ochronny w komodrkach SH-SYSY (96,83 + 3,95%) zapobiegajac spadkowi
10% przezywalnosci wzgledem komorek traktowanych samym nadtlenkiem wodoru

(p=0,0002).
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Rycina 5. Przezywalno$¢ komorek linii SH-SYSY traktowanych substancjami badanymi
zmierzona metoda redukcji resazuryny. Komorki traktowano przez 24 godziny
nastepujacymi zwigzkami w podanym zakresie stezen: (A) EGT 10-200 pmol/dm?;
(B) H202 5-150 umol/dm?; (C) AAPH 10-2000 pmol/dm?; (D) DETA 10-500 umol/dm?;
(E) MD 5-100 umol/dm?. Dane wyrazono jako udziat procentowy komorek nietraktowanych
zwigzkiem badanym. Stezenia zwigzkéw na osi OX przedstawiono w postaci logarytmu
naturalnego ze st¢zen koncowych badanego zwigzku. Wyniki przedstawiono jako $rednie
arytmetyczne + SD, n = 6.

Przezywalno$¢ komorek traktowanych AAPH w stezeniu 500 pmol/dm?® wyniosta
87,29 + 7,15% wzgledem komorek kontrolnych (Ryc. 6B). Preinkubacja z EGT w stezeniu
50 umol/dm® zmniejszyta $miertelno$¢ komorek spowodowang przez AAPH, prowadzac
do osiagniecia przezywalnosci przez probe réwnej 99,52 + 6,77% wartosci kontrolnych

(p=0,0002).
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Rycina 6. Przezywalno$¢ komorek linii SH-SYSY zmierzona metodg redukcji resazuryny.
Komorki preinkubowano przez 24 godziny z EGT w stezeniach 50 i 75 pmol/dm?
a nastgpnie traktowano przez 24 godziny nastepujacymi zwigzkami: (A) H202 50 pmol/dm?;
(B) AAPH 500 umol/dm?; (C) DETA 250 umol/dm?; (D) MD 5 umol/dm?. Dane wyrazono
jako wudziat procentowy komorek nietraktowanych zwigzkiem badanym. Analize
statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako S$rednie
arytmetyczne + SD.

EGT w stezeniu 75 umol/dm?® wywolato efekt ochronny wzgledem toksycznego dziatania
AAPH (101,3 = 3,29%) (p < 0,0001). 24-godzinna inkubacja z DETA w stgzeniu
250 umol/dm*® spowodowala spadek przezywalnosci wzgledem komorek kontrolnych
o ok. 20% (81,08 = 6,56%) (Ryc. 6C). Suplementacja komorek EGT w st¢zeniach
50 i 75 pmol/dm? chronita przed dzialaniem toksycznym indukowanym przez DETA
kolejno 0 8% (89,28 £ 6,57%) (p=0,0019) 1 12% (93,02 + 3,55%) (p < 0,0001). Preinkubacja
komorek z EGT i poddanie ich dziataniu MD spowodowato uzyskanie efektu odwrotnego

do obserwowanego przy pozostalych oksydantach. Hodowle traktowane menadionem

40



w stezeniu 5 umol/dm® osiagnely przezywalno$¢ na poziomie 71,75 + 3,38% (Ryc. 6D).
Preinkubacja z EGT w stezeniu 50 umol/dm® nie wptyneta na przezywalno$¢ komorek
inkubowanych z MD (p= 0,429). Natomiast EGT w stezeniu 75 umol/dm® uwrazliwila
komorki na dzialtanie MD powodujac istotny statystycznie spadek przezywalnosci

do 64,98 + 1,42% (p < 0,0001).
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Rycina 7. Pomiar poziomu reaktywnych form tlenu i azotu przy uzyciu sond
fluorescencyjnych w komorkach linii SH-SYS5Y. Komorki inkubowano z ergotioneing
(EGT) w stezeniu 50 pmol/dm® przez 24 godziny w warunkach standardowych.
Pomiary fluorymetryczne wykonywano z wykorzystaniem sond: (A) H>DCF-DA,
(B) DHE 500/576 nm, (C) MitoSOX, (D) DHR123, (E) DAF-FM. Analizg statystyczng
przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednich
arytmetycznych wynikow czastkowych + odchylenie standardowe w jednostce umownej
intensywnosci fluorescencji [j.u.].
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Aby dostarczy¢ danych na temat generacji reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu (RFA)
w komorkach linii SH-SYSY preinkubowanych z EGT 1 traktowanych zwigzkami
prooksydacyjnymi przeprowadzono szereg eksperymentow z wykorzystaniem sond
fluorescencyjnych. Do pomiaru wykorzystano nastepujace sondy fluorescencyjne:
H>DCF-DA, DHE, MitoSOX™ Red, DHR123 i DAF-FM. Komorki preinkubowane z EGT
w stezeniu 50 pumol/dm?® nie wykazywaly zadnych znaczacych réznic w poziomie RFT
1 RFA niezaleznie od wykorzystanej do pomiaru sondy fluorescencyjnej (Ryc. 7).

Nastepnie komorki preinkubowane z EGT poddano dzialaniu zwigzkoéw utleniajacych
1 przy uzyciu sond fluorescencyjnych zmierzono poziom RFT/RFA. Pomiar sonda
H>DCF-DA wykazal podwyzszenie poziomu RFT po inkubacji z H>O; wzglgdem warto$ci
kontrolnych (p=0,0013) (Fig. 8A).
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Rycina 8. Pomiar poziomu reaktywnych form tlenu przy uzyciu sondy fluorescencyjne;j
H>DCF-DA w komorkach linii SH-SYS5Y. Komoérki preinkubowano z EGT w st¢zeniu
50 umol/dm? przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nastepnie traktowano przez
24 godziny zwigzkami o dzialaniu utleniajgcym: (A) HxO> 50 pmol/dm?,
(B) AAPH 500 pmol/dm?, (C) DETA 250 pmol/dm?, (D) MD 5 umol/dm?®. Analizg
statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako warto$ci
$rednich arytmetycznych wynikow czastkowych = SD w jednostce umownej intensywnosci
fluorescenc;ji [j.u.].
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Preinkubacja z EGT spowodowata obnizenie generacji RFT wywolanej przez H20:
w komorkach linii SH-SYSY o0 32% (p=0,0105). 24-godzinna inkubacja z AAPH wywotala
zwigkszenie poziomu RFT wzgledem komorek kontrolnych (p < 0,0001) (Ryc. 8B).
Suplementacja komoérek EGT nie wplyneta na poziom RFT komorek inkubowanych
z AAPH (p= 0,4125). Komorki traktowane zwigzkiem DETA wykazywaty wyzszy poziom
RFT wzgledem warto$ci kontrolnych (p= 0,0003); preinkubacja komoérek z EGT wzmocnita
efekt generacji RFT wywolywany przez DETA (p= 0,0106) (Ryc. 8C). Inkubacja komorek
z MD (Ryc. 8D) spowodowata zwigkszenie wewnatrzkomoérkowego poziomu RFT
wzgledem komorek kontrolnych (p < 0,0001). Zastosowanie preinkubacji z EGT
nie wplyneto na poziom RFT w komorkach (p=0,1687).
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Rycina 9. Pomiar poziomu anionorodnika ponadtlenkowego przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej] DHE w komorkach linii SH-SYS5Y. Komorki preinkubowano z EGT
w stezeniu 50 pmol/dm? przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nastepnie
traktowano przez 24 godziny zwigzkami o dzialaniu utleniajgcym: (A) H202 50 umol/dm?,
(B) AAPH 500 pumol/dm?, (C) DETA 250 pmol/dm?, (D) MD 5 umol/dm?®. Analizg
statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako warto$ci
$rednich arytmetycznych wynikow czastkowych = SD w jednostce umownej intensywnosci
fluorescenc;ji [j.u.].

Poziom nadtlenkéw, w szczegdlnosci anionorodnika ponadtlenkowego (O2"), zmierzono
za pomocg dihydroetydyny (DHE) (Ryc. 9). DHE to wnikajacy do komoérek barwnik
fluorescencyjny, ktory reaguje z O>", w wyniku tej reakcji powstaje 2-hydroksyetydyna.
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Jak przedstawiono na rycinie 9: EGT, H,O2 (Ryc. 9A), AAPH (Ryc. 9B) oraz DETA

(Ryc. 9C) w stosowanym zakresie st¢zen nie spowodowaly generacji O w komorkach

SH-SYSY.

Z kolei MD (Ryc. 9D) przyczynit si¢ do niespelna trzykrotnego zwigkszenia generacji O2™

wzgledem komorek kontrolnych (p < 0,0001). W komoérkach preinkubowanych z EGT

wykryto nizszy poziom anionorodnika ponadtlenkowego po traktowaniu MD (p= 0,0007).
Sonda fluorescencyjna MitoSOX Red wykorzystywana jest do pomiaru

wewnatrzmitochondrialnego poziomu Oz (Ryc. 10).
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Rycina 10. Pomiar poziomu anionorodnika ponadtlenkowego przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej MitoSOX™ Red w mitochondriach komorek linii SH-SY5Y. Komorki
preinkubowano z EGT w stezeniu 50 umol/dm® przez 24 godziny w warunkach
standardowych, a nastgpnie traktowano przez 24 godziny zwigzkami o dzialaniu
utleniajgcym: (A) H,0, 50 umol/dm?, (B) AAPH 500 umol/dm?, (C) DETA 250 umol/dm?,
(D) MD 5 pmol/dm?®. Analizg statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako wartosci S$rednich arytmetycznych wynikéw czastkowych + SD
w jednostce umownej intensywnosci fluorescencji [j.u.].

Traktowanie komorek linii SH-SYSY HO. spowodowalo znaczny wzrost poziomu Oz™
w mitochondriach (p < 0,0001), ktéry nie zostat zniesiony przez preinkubacje z EGT
(p=0,1059) (Ryc. 10A). Zblizone wyniki otrzymano po inkubacji komoérek z AAPH, ktory
spowodowal wzrost poziomu O~ w mitochondriach (p= 0,0013) (Ryc. 10B).
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Rowniez i1 w tym przypadku stres oksydacyjny nie zostat zniesiony poprzez preinkubacje
z EGT (p= 0,4059). Traktowanie komorek donorem tlenku azotu (Ryc. 10C)
nie spowodowalo zmian w poziomie O, w mitochondriach (p= 0,1031), podobnie jak
jednoczesna inkubacja z DETA i EGT (p=0,1031).

Efekt wywotany przez MD jest zblizony do tego otrzymanego w eksperymencie z sonda
DHE (Ryc. 9). Takze w tym przypadku (Ryc. 10D) traktowanie komorek MD spowodowato
nagromadzenie O wewnatrz mitochondriéow w poréwnaniu do komorek kontrolnych
(p <0,0001) a suplementacja EGT zlagodzila ten efekt (p=0,025).

Pomiar wewnatrzkomorkowego poziomu H>O; przeprowadzono przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej DHR123. Po 24 godzinach inkubacji z H>O> odnotowano istotng
statystycznie zmiang (p= 0,0057) w poziomie RFT wewnatrz komorek (Ryc. 11A).

3 1.5x10° = 3 2.5x10° = %
= ok = li
= = 5
g % 2.0x10 *okk
2 1.0x10° = S
2 g 1.5x105—
=] =]
& =
2 i g 10105
S 5.0x10* =
% % s0x10f < p=
= =
& 2
= 0.0 T = 0.0 I
Kontrola H,0, H,0,+EGT Kontrola AAPH AAPH + EGT
2.0x10° = Fokok 1x105 = *k

8x10¢ —

6x10* — —|_

1.5x10° -
ok

Intensywnos¢ fluorescencji [j.u.]
Intensywno$¢ fluorescencji [j.u.]

1.0x10° — li
4x10% =
1

.0x10% =
5.0x10 2x104

0.0 I 0 I

. Kontrola DETA DETA + EGT Kontrola MD MD +EGT

[0]

Rycina 11. Pomiar poziomu nadtlenku wodoru przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DHR123
w komorkach linii SH-SY5Y. Komorki preinkubowano z EGT w stezeniu 50 pmol/dm?
przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nast¢pnie traktowano przez 24 godziny
zwigzkami o dziataniu utleniajacym: (A) H202 50 pmol/dm?, (B) AAPH 500 umol/dm?,
(C) DETA 250 pmol/dm3, (D) MD 5 umol/dm?®. Analize statystyczng przeprowadzono
testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednich arytmetycznych wynikow
czastkowych = SD w jednostce umowne;j intensywnosci fluorescencji [j.u.].
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Preinkubacja z EGT nie wplynetla na wewnatrzkomorkowy poziom RFT (p= 0,8028).
Traktowanie komoérek AAPH spowodowalo wzrost poziomu H>O> w komdrkach linii
SH-SYS5Y wzgledem komorek kontrolnych (p= 0,0001) (Ryc. 11B). Zastosowanie
preinkubacji z EGT wzmocnilo efekt generacji RFT wzgledem komoérek inkubowanych
tylko z AAPH (p= 0,0085). Zblizone dane otrzymano z komorek inkubowanych z DETA
i preinkubowanych z EGT (Ryc. 11C). 24-godzinna inkubacja z DETA spowodowata wzrost
poziomu H>O> wzgledem wartosci kontrolnych (p= 0,004) a zastosowanie preinkubacji
z EGT wzmocnilo ten efekt, prowadzac do ponad dwukrotnego wzrostu poziomu H>O>
wzgledem wartosci kontrolnych (DETA vs. DETA + EGT, p= 0,0002). Traktowanie
komérek MD (Ryc. 11D) przyczynito si¢ do wzrostu poziomu H>0> wzgledem komorek
kontrolnych (p= 0,0021). Suplementacja EGT nie wptyn¢ta na poziom H>0> modulowany
przez MD (p= 0,3681).
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Rycina 12. Pomiar poziomu tlenku azotu przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DAF-FM
w komorkach linii SH-SY5Y. Komorki preinkubowano z EGT w stezeniu 50 pmol/dm?
przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nast¢pnie traktowano przez 24 godziny
zwigzkami o dziataniu utleniajacym: (A) H202 50 pmol/dm?, (B) AAPH 500 umol/dm?,
(C) DETA 250 umol/dm?, (D) MD 5 umol/dm?. Analize statystyczng przeprowadzono
testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednich arytmetycznych wynikow
czastkowych = SD w jednostce umowne;j intensywnosci fluorescencji [j.u.].

MD MD +EGT
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Do pomiaru poziomu tlenku azotu wykorzystano sond¢ fluorescencyjng DAF-FM.
Ze wszystkich testowanych substancji tylko traktowanie komodrek zwigzkiem DETA
NONOate (Ryc. 12C) przyczynito si¢ do wzrostu poziomu NO w komorkach linii SH-SYSY
(p <0,0001). Pozostate zwigzki i EGT nie wptyng¢ty na poziom NO.
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Rycina 13. Pomiar modulacji procesu apoptozy w komorkach linii SH-SYSY traktowane;j
ergotioneing 1 wybranymi zwigzkami o dziataniu utleniajgcym. Komorki preinkubowano
z EGT w stezeniu 75 pmol/dm? przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nastepnie
traktowano przez 24 godziny zwigzkami o dzialaniu utleniajgcym: (A) H202 50 umol/dm?,
(B) AAPH 500 pmol/dm?, (C) DETA 250 umol/dm?, (D) MD 5 pmol/dm?. Komorki
wybarwiono jodkiem propidyny i Hoechst 33342. Na wykresach proby opisano jako:
(K) komorki kontrolne; (EGT) komorki inkubowane z ergotioneing 75 pmol/dm?;
(OX) komorki inkubowane z H>Oo/AAPH/DETA/MD; (OX/EGT) komérki preinkubowane
z ergotioneing 75 umol/dm® a nastepnie inkubowane z OX. Analize statystyczng
przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednich
arytmetycznych wynikow czastkowych + odchylenie standardowe udziatu procentowego
populacji komorek w zalezno$ci od stopnia zaawansowania procesu apoptozy.

% komorek
% komorek

Generacja reaktywnych form tlenu w komorkach eukariotycznych moze prowadzi¢
do aktywacji procesu apoptozy. W celu okreslenia poziomu aktywacji szlakow apoptozy

przeprowadzono doswiadczenie z wykorzystaniem jodku propidyny 1 barwnika
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Hoechst 33342. Preinkubacja komorek linii SH-SYS5Y z EGT powodowata efekt ochronny
przed cytotoksycznym dziataniem H>O., obnizajac udziat komorek nekrotycznych o ponad
10% (16,06% komorek nekrotycznych dla czynnika utleniajacego (0OX), 4,15% komorek
nekrotycznych dla OX/EGT; p= 0,0006, n= 16) (Ryc. 13A). W przypadku traktowania
komoérek AAPH nie odnotowano znaczacego wzrostu ilosci komodrek nekrotycznych
(Ryc. 13B). AAPH spowodowato zwigkszenie udziatu komoérek bedacych na wczesnym
etapie apoptozy w odniesieniu do proby kontrolnej (OX 6,83% i1 K 0,58%; p= 0,0017,
n= 16). Preinkubacja z EGT chronita przed inicjalizacja apoptozy, dzigki czemu udziat
komoérek na etapie wczesnej apoptozy spadt do poziomu zblizonego do komorek
kontrolnych (OX 6,83% i OX/EGT 1,3%; p= 0,045, n= 16). DETA po 24 godzinach
inkubacji spowodowal wzrost ilosci komodrek nekrotycznych wyzszy o 18,5% wzgledem
komorek kontrolnych (K 0,65% 1 OX 19,11%; p < 0,0001, n= 16) (Ryc. 13C). Traktowanie
komoérek DETA doprowadzito rowniez do zwigkszenia udziatu komoérek na etapie poznej
apoptozy (K 0,913% 1 17,33%; p < 0,0001, n= 16). Preinkubacja komoérek z EGT
nie spowodowala zmian w ilo$ci komoérek nekrotycznych w poréwnaniu do komorek
traktowanych DETA. Jednakze, w hodowli komorek preinkubowanej z EGT, udziat
komorek bedacych w stanie zaawansowanej apoptozy ulegt redukceji z wartosci OX 17,33%
do wartosci OX/EGT 12,99% (p= 0,029, n=16) (Ryc. 13C). MD po 24-godzinnej inkubacji
spowodowat indukcje apoptozy u okoto 10% komodrek (Ryc. 13D). Zastosowanie
preinkubacji z EGT spowodowato obnizenie ilosci komorek znajdujacych si¢ w stanie
zaawansowanej apoptozy z OX 4,33% do OX/E75 2,9% (p=0,021; n= 16). Udziat komorek
w stanie nekrozy i apoptozy nie ulegt zmianie pod wptywem preinkubacji komoérek z EGT.

Nastepnie przeprowadzono doswiadczenia majace na celu oceng wptywu ergotioneiny
na metabolizm komorkowy poprzez modulacje¢ poziomu ATP (Ryc. 14). W tym celu
komorki linii SH-SY5Y poddano dziataniu ergotioneiny w stezeniu 100 i 200 pmol/dm?
przez 24 godziny i sprawdzono poziom ATP metoda luminometryczng. Nizsze st¢zenie
ergotioneiny nie spowodowato zmian w ilosci wewnatrzkomorkowego ATP wzgledem
komorek kontrolnych (p= 0,77, n= 10). Ergotioneina w stezeniu 200 pmol/dm?
spowodowata istotng statystycznie roznice w poziomie ATP wzgledem komorek
kontrolnych (p=0,0186, n= 10).

Przedstawione kolejno wyniki mialy na celu okreslenie wptywu EGT na parametry
komoérek poddanych dzialaniu chlorku litu. LiCl wykorzystany zostat jako kontrola
pozytywna inhibicji kinazy GSK3. Niemniej lit nie jest inertny wzgledem komorek

eukariotycznych — dodany do hodowli komérkowej wywotuje niewielki, lecz zauwazalny
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efekt cytotoksyczny. Z uwagi na to w niniejszym rozdziale poruszono réwniez kwestie

ztagodzenia tego dziatania przez preinkubacje komorek z EGT.
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Rycina 14. Poziom ATP w komorkach linii SH-SYSY traktowanych ergotioneing
w stezeniu 100 lub 200 pumol/dm?®. (K) komorki kontrolne; (E100) komorki traktowane
ergotioneing 100 pmol/dm?; (E200) komorki traktowane ergotioneing 200 pmol/dm?.

Poziome kreski wyznaczaja mediane dla kazdej z prob. Istotno$¢ statystycznag wyliczono
przy uzyciu testu t-Studenta.

1 1 1
K E100 E200

Ocena potencjalu EGT do modulacji sygnalizacji zaleznej od kinazy GSK3

Aby oceni¢ wplyw LiCl na komorki SH-SYSY przeprowadzono pomiary przezywalno$ci
komoérek. Komorki badano w dwoch wariantach, pierwszym kontrolnym i1 drugim
preinkubowanym przez 24 godziny z EGT w stezeniu 50 pmol/dm?. Nastepnie do komorek
dodawano LiCl w pelnej pozywce hodowlanej do stgezenia koncowego w zakresie
0,78 — 200 mmol/dm? i pozostawiano do inkubacji na 24, 48 lub 72 godziny. W zalezno$ci
od czasu inkubacji otrzymano nastepujace wyniki przezywalnosci (Tab. 3).

Tabela 3. Przezywalno$¢ komorek linii SH-SYSY preinkubowanych z ergotioneing
(50 umol/dm?) i traktowanych chlorkiem litu w zakresie stezen 0,78 — 200 mmol/dm?.

Probka Czas inkubacji | ICs 95% przedzial ufnosci

LiCl 24 godziny 85,59 mmol/dm? 73,64 — 100,7 mmol/dm’
48 godzin 35,58 mmol/dm’ 29,82 — 42,84 mmol/dm’
72 godziny 18,14 mmol/dm’ 15,3 — 21,77 mmol/dm’

EGT + LiCl 24 godziny 82,01 mmol/dm? 71,1 — 95,68 mmol/dm?
48 godzin 32,16 mmol/dm’® 27,71 — 37,54 mmol/dm’
72 godziny 19,54 mmol/dm’ 16,21 — 23,93 mmol/dm’

Komoérki SH-SYSY inkubowane z LiCl przez 24 godziny cechowaly si¢ parametrem
ICso rownym 85,59 mmol/dm? (95% przedziat ufnosci 73,64 — 100,7 mmol/dm®) podczas

gdy komorki preinkubowane z EGT osiggnely parametr ICso na poziomie 82,01 mmol/dm?
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(95% przedziat ufnosci 71,1 — 95,68 mmol/dm?). Nie wykazano istotnosci statystycznej dla
preinkubacji z EGT po 24 godzinach inkubacji z LiCl. Hodowle komoérkowe poddane
48-godzinnemu traktowaniu LiCl osiggnety parametry ICso kolejno dla komorek
nieinkubowanych z EGT 35,58 mmol/dm? (95% przedziat ufnosci 29,82 — 42,84 mmol/dm?)
i preinkubowanych z EGT 32,16 mmol/dm® (95%  przedzial ufnosci
27,71 — 37,54 mmol/dm?). Komorki nieinkubowane z EGT i traktowane przez 72 godziny
LiCl w podanych stezeniach uzyskaty ICso= 18,14 mmol/dm? (95% przedzial ufnosci
15,3 — 21,77 mmol/dm?®), podczas gdy komorki preinkubowane z EGT wykazaly
ICso= 19,54 mmol/dm? (95% przedziat ufnosci 16,21 — 23,93 mmol/dm?).

W celu oceny ekspresji genu kodujacego SLC22A4 wykonano doswiadczenie qPCR
na mRNA wyizolowanym z hodowli traktowanej EGT. Endogenna ekspresja genu slc22a4
w komorkach linii SH-SYS5Y wynosi okoto 0,12 kopii genu na 10000 kopii genu
referencyjnego (Ryc. 15). Do$§wiadczenia wykazaty, ze 24-godzinna inkubacja komorek linii
SH-SYS5Y z EGT we wspomnianych stezeniach nie wptywa na ekspresje genu kodujacego
transporter SLC22A4. Dopiero stezenie EGT réwne 200 pmol/dm? spowodowato modulacje
ekspresji genu slc22a4 wzgledem komorek kontrolnych (p= 0,0404, n= 4).
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Rycina 15. Ekspresja genu slc22a4 w komorkach linii SH-SYSY traktowanych przez
24 godziny ergotioneing w szeregu stezen 75 — 200 umol/dm?. Wyniki przedstawiono jako
ilos¢ kopii genu slc22a4 na 10000 (dziesie¢ tysiecy) kopii genu referencyjnego (rpll3a,
b2m). Wyniki wyrazono jako warto$ci §rednich arytmetycznych wynikow czastkowych +
SEM. Istotnos¢ statystyczng wyliczono testem t-Studenta (n= 4).

Do przeprowadzenia dalszych doswiadczen wybrano najwyzsze stezenie LiCl, ktore nie
powodowalo cytotoksycznosci ostrej wzgledem badanych komoérek (6 mmol/dm?).
Postanowiono nie kontynuowaé¢ do$wiadczenia z wykorzystaniem wyzszych stezen EGT

z uwagi na nizsza niz przewidywana toksycznos¢ LiCl.
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W celu oceny potencjatu chlorku litu do generacji RFT przeprowadzono pomiary
fluorymetryczne komorek preinkubowanych z EGT i traktowanych LiCl. Uzyskane wyniki
nie wykazaty roznic w generacji RFT pomig¢dzy proba traktowanag LiCl a proba kontrolng.
Natomiast komorki preinkubowane z EGT w stezeniu 200 pumol/dm?® i 400 pmol/dm?
wykazywaty wyzszy poziom RFT od kontroli (200 pmol/dm? p=0,0109 n= 3; 400 pmol/dm?
p= 0,0044 n= 3). Do kolejnych doswiadczen z wykorzystaniem pozostalych sond

fluorescencyjnych wybrano stezenie EGT rowne 200 umol/dm?.
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Rycina 16. Ocena generacji reaktywnych form tlenu w komoérkach linii SH-SYSY
preinkubowanych z ergotioneing w zakresie stezen (1,56 — 400 umol/dm?) przez 24 godziny
i traktowanych chlorkiem litu w stezeniu 6 mmol/dm?® przez 4 godziny bezposrednio przed
pomiarem. Pomiar reaktywnych form tlenu przeprowadzono za pomoca sondy
fluorescencyjnej HDCF-DA po 50 minutach inkubacji z sondg. Wyniki przedstawiono jako
warto$ci $rednich arytmetycznych wynikow czastkowych = SD w jednostce umownej
intensywnosci fluorescencji [j.u.].

W celu doprecyzowania jakie konkretnie RFT generowane sa po preinkubacji z EGT
przeprowadzono do$wiadczenia z bardziej specyficznymi sondami fluorescencyjnymi
od HoDCF-DA. Komorki SH-SYS5Y poddano 24-godzinnej preinkubacji z EGT w st¢zeniu
200 umol/dm® a nastepnie traktowano LiCl w stezeniu 6 mmol/dm® przez 4 godziny.
Na rycinie 17 przedstawiono wyniki pomiaru po uplywie 30 minut inkubacji komorek
z sonda fluorescencyjng DHR123. Wartosci fluorescencji komoérek kontrolnych sg nizsze
niz wartosci uzyskiwane przez probki preinkubowane z EGT. Na podstawie

przedstawionych wynikow mozna stwierdzi¢, ze LiCl zastosowany w stezeniu 6 mmol/dm?

po 4 godzinach inkubacji z komoérkami SH-SYS5Y nie powoduje generacji RFT

51



(p= 0,659, n= 10), podczas gdy 24-godzinna preinkubacja z EGT w stezeniu 200 umol/dm?
spowodowata ponad 6-krotny wzrost poziomu H>O> wzgledem komorek kontrolnych
(p < 0,0001, n= 10). Traktowanie komorek LiCl po preinkubacji z EGT nie spowodowato
istotnych zmian w generacji H>O2 wzgledem komorek preinkubowanych z EGT, ale nie
traktowanych LiCl (p= 0,815, n= 10). Wyniki przedstawione na rycinie 17 stanowig
potwierdzenie danych uzyskanych w wyniku pomiaru sondg HoDCF-DA, ktora jest sonda
o niskiej specyficznosci. Ponadto nie wykryto istotnych réznic w danych pomiarowych
uzyskanych z wykorzystaniem sond fluorescencyjnych DAF-FM, DHE i MitoSOX.
Powyzsze wyniki sugeruja, ze EGT w stezeniu 200 umol/dm? powoduje generacje H>O>
w komoérkach SH-SYSY a LiCl nie moduluje réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjne;.
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Rycina 17. Ocena generacji reaktywnych form tlenu w komodrkach linii SH-SYSY
preinkubowanych z ergotioneing w stezeniu 200 pmol/dm?® przez 24 godziny i traktowanych
chlorkiem litu w stgzeniu 6 mmol/dm® przez 4 godziny bezpo$rednio przed pomiarem.
Pomiar reaktywnych form tlenu przeprowadzono za pomocg sondy fluorescencyjnej
DHR123 po 30 minutach inkubacji z sondg. Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednich
arytmetycznych wynikow czastkowych = SD w jednostce umownej intensywnosci
fluorescenc;ji [j.u.].

Pomiar modulacji procesu apoptozy wykazal, ze hodowla komoérek preinkubowanych
z EGT wyraznie réznita si¢ udziatem komorek w poszczegdlnych fazach zaawansowania
procesu w porownaniu do komoérek kontrolnych; po preinkubacji z EGT istotnie wzrosta
ilos¢ komoérek bedacych we wcezesnej (p= 0,001, n= 8) i péznej (p= 0,0031, n= 8) fazie
apoptozy, ilos¢ komoérek nekrotycznych nie ulegla zmianie (p= 0,413, n= 8) za$ ilo$¢
komorek prawidlowych obnizyta si¢ wzglgdem wartosci kontrolnych (p < 0,0001, n= 8).

LiCl w stezeniu 1 mmol/dm® spowodowal spadek ilosci komorek prawidtowych
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(p=0,0043, n=38), wzrost ilosci komodrek we wezesnej (p= 0,0023, n= 8) i pdznej (p= 0,0469,
n= 8) fazie apoptozy, ale nie wplynat na ilos¢ komoérek nekrotycznych (p= 0,81, n= 8).
Traktowanie komorek LiCl w stezeniu 6 mmol/dm?® spowodowalo znaczny spadek ilosci
prawidtowych komoérek wzgledem komorek kontrolnych (p < 0,0001, n= 8) oraz wzrost
ilosci komorek bedacych we wezesnej (p < 0,0001, n= 8) i péznej (p= 0,0186, n= 8) fazie
apoptozy. Procentowy udziat komoérek nekrotycznych nie ulegt zmianie wzgledem proby
kontrolnej (p= 0,5274, n= 8). 24-godzinna preinkubacja z EGT nie wpltyneta na ilos¢
komorek prawidtowych w probie traktowanej LiCl w stezeniu 1 mmol/dm? (p= 0,2121,
n= 8). Odnotowano spadek ilosci komoérek bedacych we wczesnej fazie apoptozy
(p= 0,0128, n= 8). W hodowli komorek traktowanych wytacznie LiCl w st¢zeniu
1 mmol/dm? nie wykazano zmian w ilo$ci komorek w pdznej fazie apoptozy (p= 0,2066,
n= 8) 1 komodrek nekrotycznych (p= 0,1139, n= 8). Zastosowanie LiCl w st¢zeniu
6 mmol/dm?® prowadzito do znacznego zwiekszenia ilosci komorek bedacych we wezesnej

fazie apoptozy.
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Rycina 18. Pomiar modulacji procesu apoptozy w komodrkach linii SH-SYSY
preinkubowanych z ergotioneing i traktowanych chlorkiem litu. Komorki preinkubowano
zEGT w stezeniu 200 pmol/dm? przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nastepnie
traktowano przez 24 godziny z chlorkiem litu w stezeniu 1 mmol/dm? lub 6 mmol/dm?.
(A) Komorki kontrolne; (B) Komorki preinkubowane z ergotioneing; (C) Komorki
traktowane chlorkiem litu w st¢zeniu 1 mmol/dm?; (D) komorki traktowane chlorkiem litu
w stezeniu 6 mmol/dm?; (E) komorki preinkubowane z ergotioneing i traktowane chlorkiem
litu w stezeniu 1 mmol/dm?; (F) komoérki preinkubowane z ergotioneing i traktowane
chlorkiem litu w stezeniu 6 mmol/dm?®. Analize statystyczng przeprowadzono testem
t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako wartosci S$rednich arytmetycznych wynikow
czastkowych + odchylenie standardowe udzialu procentowego populacji komorek
w zalezno$ci od stopnia zaawansowania procesu apoptozy.

Zastosowanie preinkubacji z EGT znosito dziatanie LiCl w stezeniu 6 mmol/dm?

chronigc komorki przed indukcja apoptozy (p= 0,0126, n=8). EGT obnizyta ilo§¢ komorek
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bedacych we wczesnej fazie apoptozy (p= 0,0008, n= 8) wywotanej LiCl w stgzeniu
6 mmol/dm*. EGT nie wywotala zmiany w iloSci komoérek bedacych w poznej fazie
apoptozy (p= 0,737, n= 8) i komodrek nekrotycznych (p= 0,0922, n= 8).

W stosowanym uktadzie komorkowym suplementacja EGT w stezeniu 200 pmol/dm?
spowodowata spadek poziomu wakuol autofagowych (Ryc. 19) wzgledem komorek
kontrolnych (p= 0,0198; n= 9). Jako kontrole¢ pozytywna zastosowano 24-godzinng
deprywacje surowicza, ktéra wywotalta w hodowli podwyzszenie ilosci wakuol
autofagowych (p= 0,0103; n=9). Przedstawione wyniki dowodza, ze suplementacja EGT
obniza ilo$¢ wakuol autofagowych w komorkach linii SH-SYSY. Sugeruje to spadek

aktywnosci autofagii w tych komorkach w poréwnaniu do préby kontrolne;.

2.0 -

1.5+

0.5 -

0.0 -
EEE Kontrola pozytywna

HEl Komorki kontrolne
E= EGT 200 pmol/dm?

Rycina 19. Poziom wakuol autofagowych w komorkach linii SH-SYSY suplementowanych
ergotioneina w stezeniu 200 umol/dm?® przez 24 godziny. Wyniki pomiaréw przedstawiono
jako stosunek pomiaru intensywno$ci sygnatu fluorescencji monodansylokadaweryny
do pomiaru intensywnosci sygnatu fluorescencji jodku propidyny z préby.

Jednym z wielu sposobow regulacji autofagii jest sygnalizacja wewnatrzkomérkowa
zalezna od kinazy syntazy glikogenu 3 (GSK3). W celu pomiaru szybkosci reakcji
fosforylacji GSK3 w pozycji Ser9 inicjowanej przez LiCl przeprowadzono eksperyment,
w ktorym inkubowano komorki z LiCl 1 przerywano reakcj¢ w interwatach 30 minutowych
(Ryc. 20). Niepowodzeniem niestety zakonczyly si¢ eksperymenty majace na celu ustalenie
poziomu biatka GSK3B w formie nieufosforylowanej. Dysponujac danymi dla
ufosforylowanej formy GSK3f mozna jedynie przypuszczaé, ze widoczne zmiany znajduja
odzwierciedlenie w badanym modelu. Po uptywie 60 minut inkubacji z LiCl odnotowano

znaczacy wzrost poziomu biatka p-GSK3p (Ser9). W zaprezentowanych wynikach mozna
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zauwazy¢ trend sugerujacy, ze EGT moduluje maksymalny poziom fosforylacji biatka
GSK3p, a takze spowalnia jego defosforylacje. Przedstawione dane sugerujg brak zalezno$ci

stezeniowej EGT (w podanym zakresie stezen).
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Rycina 20. Ekspresja ufosforylowanej formy biatka GSK3p zawierajacego grupe
fosforanowg zlokalizowang na serynie w pozycji 9 sekwencji aminokwasowej (p-GSK3p)
w komorkach SH-SY5Y preinkubowanych z ergotioneing i traktowanych chlorkiem litu.
Komorki poddano 24-godzinnej preinkubacji z ergotioneing (100 lub 200 pumol/dm?)
w warunkach standardowych a nastgpnie traktowano chlorkiem litu w stezeniu koncowym
6 mmol/dm® przez 60, 90, 120 i 180 minut. W podanych interwalach czasu komorki
poddawano lizie w celu izolacji bialka.

Zastosowanie preinkubacji z EGT spowodowato obnizenie poziomu fosforylacji biatka
ULK1 wzgledem komorek kontrolnych (Ryc. 21). Podobnie réwniez jak w przypadku biatka
p-GSK-3pB (Ser9) (Ryc. 20) mozna zauwazy¢, ze w probkach preinkubowanych z EGT
biatko po uplywie 120 minut wolniej ulega defosforylacji niz w probkach kontrolnych.
Wyzszy poziom biatka p-ULKI1 (Ser758) moze oznaczaé wyzsza aktywnos$¢ kinazy
odpowiedzialnej za fosforylacje obu biatek badz nizszy poziom fosfataz odpowiedzialnych

za ich defosforylacje.
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Rycina 21. Ekspresja ufosforylowanej formy biatkka ULKI1 zawierajacego grupe
fosforanowg zlokalizowanag na serynie w pozycji 758 sekwencji aminokwasowej (p-ULK1)
w komorkach SH-SYS5Y preinkubowanych z ergotioneing i traktowanych chlorkiem litu.
Komorki poddano 24-godzinnej preinkubacji z ergotioneing (100 lub 200 pmol/dm?)
w warunkach standardowych a nastgpnie traktowano chlorkiem litu w stezeniu koncowym
6 mmol/dm® przez 60, 90, 120 i 180 minut. W podanych interwalach czasu komorki
poddawano lizie w celu izolacji biatka. Wynik reprezentatywnego eksperymentu.

W celu analizy potencjalu EGT do modulacji szlaku EMT zbadano poziom nastgpujacych
biatek: wimentyny, N-kadheryny, Klaudyny-1, B-kateniny, ZO1, Snail, Slug, ZEBI
i E-kadheryny (Ryc. 22). Sposréd wymienionych bialek w komorkach linii SH-SYSY nie
wykryto ekspresji N-kadheryny i Klaudyny-1, co stoi w zgodzie z danymi przedstawionymi
w bazie The Human Protein Atlas [58]. Nie wykryto rowniez biatka Slug, ktére co prawda
jest produkowane przez komorki linii SH-SYSY, lecz niekonstytutywnie.

Modulacji po traktowaniu komoérek EGT ulegt poziom biatek ZO1 i ZEBI. 24-godzinna
inkubacja komorek SH-SY5Y z EGT w stezeniach 100 pmol/dm® (p= 0,0415, n= 3)
i 200 umol/dm? (p= 0,0046, n= 3) spowodowata obnizenie poziomu biatka ZEB1. Nizszy
niz w probie kontrolnej poziom biatka odnotowano takze dla biatka ZOl1, lecz tylko

w przypadku EGT w stezeniu 200 pmol/dm? (p < 0,0001, n= 3). Poziom pozostatych biatek

poddanych analizie nie ulegl zmianie.
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Rycina 22. Poziom biatlek markerowych przejscia EMT w komoérkach linii SH-SYSY
suplementowanych EGT w stezeniu 100 lub 200 pumol/dm?® przez 24 godziny. Wyniki
wyrazono w formie normalizowanej na B-aktyn¢ a nast¢pnie na poziom biatka w probie
kontrolnej (stad préba ,,K” wynosi réwne 1). Na wykresach oraz przy zdjeciach membran
(K) oznacza probe kontrolng, (E100) komorki traktowane EGT w stezeniu 100 pmol/dm?,
(E200) komorki traktowane EGT w stezeniu 200 pmol/dm?. Wykresy przedstawiajg poziom
(A) E-kadheryny, (B) B-kateniny, (C) ZEBI, (D) ZO1, (E) Snail, (F) wimentyny. Analize¢
statystyczng przeprowadzono z wykorzystaniem testu t-Studenta (n= 3).

W celu oceny wplywu EGT na kinaz¢ GSK3 i biatka powigzane z GSK3 przeprowadzono
analize poziomu wybranych biatek modulujacych proces makroautofagii i autofagii zaleznej

od biatek opiekunczych (Ryc. 23). Analiza densytometryczna wykazata, ze EGT nie wptywa
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na poziom biatek: Hsc70, cdk5, LC3-A i LC3-B. Wykazano indukcje poziomu biatka
GSK3a po inkubacji komorek z EGT w stezeniu 200 pmol/dm? (p= 0,0402; n= 3). Wyzszy
poziom biatka wzgledem kontroli wykazano réowniez dla biatka mTOR po 24-godzinne;j
inkubacji z EGT w stezeniu 100 pmol/dm? (p= 0,038; n= 3). Dla wyzszego stezenia nie

wykazano istotnos$ci statystycznej z uwagi na wysoka wartos¢ odchylenia standardowego.
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Rycina 23. Poziom wybranych biatek w komorkach linii SH-SYS5Y suplementowanych
EGT w stezeniu 100 lub 200 pmol/dm? przez 24 godziny. Wyniki wyrazono w formie
normalizowanej na -aktyne¢ a nast¢pnie na poziom biatka w probie kontrolnej (stad proba
,K”’=1). Na wykresach oraz przy zdjeciach membran (K) oznacza probe¢ kontrolna, (E100)
komorki traktowane EGT w stezeniu 100 umol/dm?, (E200) komorki traktowane EGT
w stezeniu 200 pmol/dm?3. Wykresy przedstawiajg poziom (A) Hsc70, (B) cdk5, (C) GSK3a,
(D) LC3-A, (E) LC3-B, (F) mTOR, (G) GSK3p. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
z wykorzystaniem testu t-Studenta (n= 3).

W celu uzyskania kontroli pozytywnej biatka GSK3p komorki inkubowano przez

24 godziny z LiCl w stezeniu 6 mmol/dm?. W efekcie poziom biatka podniost si¢ ponad
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dwukrotnie wzgledem kontroli negatywnej (p= 0,027; n= 3). Jednakze nie zaobserwowano
efektow dziatania EGT na poziom biatka GSK3p.

Przeprowadzone eksperymenty na komorkach linii SH-SYSY sugeruja istnienie zwigzku
pomiedzy EGT a kinazag mTOR. Pomiary wykazaly nie tylko dobrg catkowita zdolno$¢

antyoksydacyjng EGT, ale réwniez zdolno$¢ do indukcji poziomu mTOR.

Ocena wplywu ergotioneiny na komorki linii HepG2
W ponizszej czesci przedstawiono wyniki doswiadczen przeprowadzonych na ludzkich

komorkach raka watrobowokomoérkowego linii HepG2.
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Rycina 24. Przezywalno$¢ komorek linii HepG2 preinkubowanych z EGT w zakresie stezen
12,5 — 100 umol/dm? przez 24 godziny. Wyniki przedstawiono w formie znormalizowanej
na kontrole jako wartosci $rednich arytmetycznych wynikéw czastkowych + SEM (n = 3).

Przeprowadzono pomiar przezywalnosci komorek linii HepG2 traktowanych EGT
w zakresie stezen (12,5 — 100 pmol/dm?) przez 24 godziny. EGT w stezeniu 50 pmol/dm?
spowodowata redukcje przezywalnosci komorek o 20%, przy czym dwukrotnie wyzsze
stezenie EGT obnizylo przezywalno$¢ komoérek o 30% wartosci kontrolnych (Ryc. 24).
Z kolei EGT w stezeniach 25 umol/dm?® oraz 12,5 umol/dm® nie wykazaly toksyczno$ci
wzgledem komoérek HepG2. Kierujac si¢ kryterium doboru opartym o steZenia nietoksyczne
lub powodujace spadek przezywalnosci nie wigkszy niz 20%, do dalszych do$wiadczen
z udziatem komoérek HepG2 wybrano stezenia EGT rowne 25 i 50 umol/dm?.

EGT w stezeniu 25 pmol/dm? (p= 0,0002; n= 6) i 50 pmol/dm? (p < 0,0001; n= 6)
spowodowata obnizenie generacji RFT wykrywanych z uzyciem sondy H>DCFDA
wzgledem warto$ci kontrolnych w komorkach linii HepG2 (Ryc. 25A). W przypadku
komoérek SH-SYSY nie zaobserwowano takiej zaleznosci (Ryc. 7). Pomiar sonda
fluorescencyjng DHR123 (Ryc. 25B) nie wykazal roznic generacji nadtlenku wodoru

pomiedzy komodrkami suplementowanymi EGT a komorkami kontrolnymi.
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Rycina 25. Poziom reaktywnych form tlenu w komoérkach linii HepG2 traktowanych EGT
w stezeniach 25 i 50 pumol/dm® przez 24 godziny. Poziom RFT zmierzono za pomoca
nastepujacych sond fluorescencyjnych: (A) H.DCF-DA, (B) DHR123, (C) DAF-FM.
Wyniki przedstawiono jako wartos$ci srednich arytmetycznych wynikéw czastkowych + SD.
Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg testu t-Studenta (n= 6).

Pomiar poziomu NO (Ryc. 25C) wykazal statystycznie istotny wzrost poziomu NO
po inkubacji z EGT w stezeniu 25 umol/dm? (p= 0,0024; n= 9) oraz 50 pmol/dm?
(p=0,0261; n=9). Dla poréwnania, komorki SH-SYS5Y inkubowane z EGT nie wykazywaty
wyzszego poziomu NO od komérek kontrolnych (Ryc. 7E).

W celu oceny poziomu metalotionein w komorkach linii HepG2 zastosowano metode
pomiarowg opartg o odczynnik Ellmana. Na rycinie 26 przedstawiono poziom metalotionein
w komoérkach HepG2 traktowanych EGT, ktora w stezeniu 25 pmol/dm* spowodowata
spadek poziomu metalotionein o niespelna 50% wzgledem wartosci kontrolnych
(p < 0,0001; n= 6). Stezenie EGT réwne 50 pmol/dm? obnizylo poziom metalotionein

o ponad 50% (p < 0,0001; n= 6). Analiza statystyczna wykazata zalezno$¢ poziomu

metalotionein od stezenia EGT w komorkach linii HepG2 (p < 0,0001; n= 6).
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Pomiar ekspresji genu slc22a4 w komorkach HepG2 traktowanych EGT wykazat,
ze stosowane stezenia EGT nie powoduja zmian w ekspresji genu slc22a4 (Ryc. 27).
Jednakze, w poréwnaniu do komoérek SH-SYSY (Ryc. 15), warto$ci bazowe ekspresji tego
genu s3 okolo o$miokrotnie wyzsze w komodrkach HepG2. Konstytutywnie obecny
w komorkach poziom transportera jest wystarczajacy do pobrania EGT ze $rodowiska.
Zarowno poziom mRNA jak i poziom biatka SLC22A4 nie ulega zmianie po traktowaniu

komorek EGT w stezeniu 25 i 50 pmol/dm?.
1.2 —

1.2 =

0.8 — T

.

.

o
]

1.0 —

0.4 —

24 | |
ypE EEUE  E ,
SLC22A4 HEl Komorki kontrolne

E= EGT 25 pmol/dm3
EE EGT 50 pmol/dm3

Ekspresja bialtka
normalizowana na Kontrole
Io$¢ kopii genu/10000 HKG

[-aktyna

Komorki kontrolne
EGT 25 pmol/dm?
EGT 50 pmol/dm?

Rycina 27. Poziom transportera SLC22A4 i ekspresja genu slc22a4 w komorkach linii
HepG2 traktowanych EGT w stezeniu 25 lub 50 pmol/dm?® przez 24 godziny. Po lewej
stronie przedstawiono poziom biatka SLC22A4 znormalizowany na kontrole tadowania
(B-aktyne) a nastepnie na wartosci poziomu biatka w probie kontrolnej. Wykres po prawej
stronie przedstawia ilo$¢ kopii badanego genu slc22a4 na 10000 kopii genu referencyjnego
(rpl13a, gapdh). Wyniki przedstawiono jako warto$ci $rednich arytmetycznych wynikow
czastkowych + SD. Na rycinie przedstawiono fotografie reprezentatywne wywotywanych
membran (ilo$¢ wykonanych repetycji do§wiadczenia n=4).

Analiza literaturowa wykazata, ze EGT moduluje aktywnos$¢ receptordw z rodziny TLR
w makrofagach [99]. W celu modulacji szlaku zaleznego od TLR4 zastosowano

lipopolisacharyd (LPS), ktorym traktowano komorki HepG2 preinkubowane z EGT [100].
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Rycina 28. Przezywalno$¢ komorek linii HepG2 traktowanych LPS w dwoch stezeniach
(10 i 100 ng/cm®) przez 24 godziny. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednich
arytmetycznych wynikéw czastkowych + SD. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
za pomocg testu t-Studenta (n= 6).

Na podstawie literatury przedmiotu dobrano najczgsciej wykorzystywane w uktadach
komorkowych stezenia LPS 1 zweryfikowano ich toksyczno$¢ wzgledem prowadzonej
hodowli komorek linii HepG2. Komorki poddano 24-godzinnej inkubacji z roztworem LPS
w stezeniu 10 Iub 100 ng/cm? (Ryc. 28). Pomiar przezywalno$ci wykazat niewielki wptyw
wyzszego stezenia LPS na przezywalno$¢ komoérek linii HepG2 (p < 0,0001, n= 6).
Natomiast nizsze stezenie LPS nie spowodowato spadku przezywalnosci komorek.
Do dalszych do$wiadczen wybrano stezenie 100 ng/cm?.

W celu oceny antyoksydacyjnych wtasciwosci EGT podczas indukcji stresu
oksydacyjnego przez LPS przeprowadzono pomiar generacji RFT/RFA.

Optymalizacja metody wykazala, ze generacja RFT jest najwigksza po uptywie czterech
godzin inkubacji z LPS-em, dlatego zdecydowano o skréceniu czasu inkubacji
z czynnikiem stresowym do czterech godzin. Pomiar catkowitego poziomu RFT za pomoca
sondy HoDCF-DA wykazat, ze LPS po czterech godzinach inkubacji istotnie zwigksza
poziom RFT w komérkach HepG2 (p < 0,0001, n=5) (Ryc. 29A). Komérki preinkubowano
przez 24 godziny z EGT w stezeniu 25 lub 50 umol/dm? i traktowano LPS-em przez cztery
godziny w warunkach standardowych (Ryc. 29B). Pomiar poziomu RFT wykazal,
ze preinkubacja z EGT chroni komorki przed generacja RFT indukowang przez LPS
(p <0,0001, n= 5). Stezenia 25 i 50 pmol/dm? roéwnie wydajnie chronig komorki przed
stresem oksydacyjnym indukowanym przez LPS (p= 0,0601, n=5).
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Rycina 29. Pomiar ilosciowy poziomu reaktywnych form tlenu przy uzyciu sondy
fluorescencyjnej HoDCF-DA w komorkach linii HepG2. (A) Komorki traktowano
roztworem LPS w stgzeniu koncowym 100 ng/cm® przez cztery godziny. (B) Komorki
preinkubowano z EGT w stezeniu 25 lub 50 umol/dm? przez 24 godziny w warunkach
standardowych, a nastepnie traktowano przez 4 godziny roztworem LPS w stezeniu
koncowym 100 ng/cm’. Analize statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako $rednie arytmetyczne + SD w jednostce umownej intensywnoS$ci
fluorescencji.

LPS (Ryc. 29B) nie moduluje generacji RFT regulowanej przez preinkubacj¢ komorek
z EGT w stezeniu 25 umol/dm? (Ryc. 25A) (p= 0,383, n= 5). Natomiast inkubacja komorek
z LPS (Ryc. 29B) moduluje poziom RFT regulowany przez EGT o stezeniu 50 pmol/dm?
(p= 10,0064, n=5). Interesujacy jest fakt, ze traktowanie LPS-em komorek preinkubowanych
z EGT prowadzi do redukcji poziomu RFT wzgledem komorek, ktérych LPS-em nie
traktowano. Sugeruje to, ze LPS aktywuje wewnatrzkomoérkowe systemy obrony
antyoksydacyjne;.

Nastepnie oceniono generacj¢ H>O» z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej DHR123
w komorkach preinkubowanych z EGT 1 traktowanych LPS-em (Ryc.30). Pomiary
fluorymetryczne wykazaly, ze czterogodzinna inkubacja komoérek z LPS-em powoduje
istotny wzrost poziomu H,O> wzgledem komorek kontrolnych (p=0,0007, n=5) (Ryc. 30A).
24-godzinna preinkubacja komorek z EGT w stezeniu 25 umol/dm? wywotata istotny spadek

poziomu H>O; po traktowaniu LPS-em w poréwnaniu do komorek kontrolnych

rozumianych jako komarki inkubowane z samym LPS (p= 0,0255, n=5) (Ryc. 30B).
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Rycina 30. Pomiar poziomu nadtlenku wodoru przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DHR123
w komorkach linii HepG2. (A) Komorki traktowano lipopolisacharydem w st¢zeniu
koncowym 100 ng/cm® przez cztery godziny. (B) Komorki preinkubowano z EGT
w stezeniu 25 lub 50 pmol/dm? przez 24 godziny w warunkach standardowych, a nastgpnie
traktowano przez 4 godziny lipopolisacharydem w stezeniu koncowym 100 ng/cm?. Dane
przedstawiajace wptyw ergotioneiny na komorki HepG2 zmierzony sonda DHRI123
znajdujg si¢ na rycinie 17. Analizg statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta. Wyniki
przedstawiono jako $rednie arytmetyczne = SD w jednostce umownej intensywnoS$ci
fluorescencji.

Hodowla komorek preinkubowana z wyzszym stezeniem EGT (50 umol/dm?) wykazata
obnizenie poziomu H>O> (Ryc. 25B) (p= 0,0072, n=5). Analiza statystyczna nie wykazata
r6znic pomigdzy generacjg HoO> w komoérkach inkubowanych z réznymi stezeniami EGT
(p= 0,247, n= 5). Komorki inkubowane przez 24 godziny z EGT nie wykazuja
podwyzszonego poziomu H>O; (Ryc. 25B).

LPS po czterech godzinach inkubacji powoduje generacj¢ NO w komoérkach HepG2
(p= 0,0377, n= 5) (Ryc. 31A). Preinkubacja komoérek z EGT zar6wno w stezeniu
25 umol/dm? (p= 0,0002, n= 5) jak i 50 umol/dm?® (p= 0,0017, n= 5) wzmacnia efekt
generacji NO w komorkach HepG2 (Ryc. 31B). Analiza statystyczna nie wykazala
zalezno$ci pomigdzy generacja NO a stezeniem EGT (p= 0,4549, n= 5). Po poréwnaniu
generacji NO w komorkach inkubowanych wytacznie z EGT (Ryc. 25C) a komorkach
traktowanych rowniez LPS-em (Ryc. 31B) wynika, Ze czterogodzinne traktowanie komorek

LPS-em istotnie zwigksza poziom NO w komorkach preinkubowanych z EGT w st¢zeniu

25 umol/dm? (p= 0,0181, n= 5) i 50 umol/dm? (p= 0,0019, n= 5).
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Rycina 31. Pomiar poziomu tlenku azotu przy uzyciu sondy fluorescencyjnej DAF-FM
w komorkach linii HepG2. (A) Komorki traktowano roztworem lipopolisacharydu
w stezeniu koncowym 100 ng/cm?® przez cztery godziny. (B) Komorki preinkubowano
z EGT w stezeniu 25 lub 50 pmol/dm? przez 24 godziny w warunkach standardowych,
a nastgpnie traktowano przez 4 godziny roztworem lipopolisacharydu w st¢zeniu koncowym
100 ng/cm?. Dane przedstawiajgce wplyw ergotioneiny na komoérki HepG2 zmierzony sonda
DAF-FM znajduja si¢ na rycinie 17. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono testem
t-Studenta. Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne = SD w jednostce umowne;j
intensywnosci fluorescencji.
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Rycina 32. Rozklad faz cyklu komoérkowego w komorkach linii HepG2 po 24-godzinne;j
preinkubacji z ergotioneing w dwoch stezeniach (25 lub 50 pmol/dm?) i 24-godzinne;j
inkubacji z roztworem lipopolisacharydu w stezeniu 100 ng/cm?’. (A) Komorki kontrolne;
(B) Komorki traktowane EGT w stezeniu 25 umol/dm?; (C) Komorki traktowane EGT
w stezeniu 50 umol/dm?; (D) Komorki traktowane LPS w stezeniu 100 ng/cm?; (E) Komorki
preinkubowane 24 godziny z EGT w stezeniu 25 pmol/dm? i traktowane 24 godziny LPS
w stezeniu 100 ng/cm’; (F) Komorki preinkubowane 24 godziny z EGT w stezeniu
50 umol/dm? i traktowane 24 godziny LPS w stezeniu 100 ng/cm?®. Wyniki przedstawiono
jako udziat procentowy komorek wystepujacych w danej fazie cyklu komoérkowego
wzgledem caloéci zmierzonej proby. Na wykresie przedstawiono wyniki reprezentatywne
cyklu pomiaréw cytofluorymetrycznych.
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Przedstawione powyzej wyniki sugeruja, ze w komodrkach HepG2 pod wplywem
dziatania EGT i LPS zachodzi zaburzenie rownowagi redoks, co moze wplywac na przebieg
cyklu komorkowego. W celu oceny zdolno$ci EGT do modulacji rozktadu faz cyklu
komoérkowego przeprowadzono analize cytofluorymetryczng komorek (Ryc. 32).

Wykonane eksperymenty sugeruja, ze EGT 1 LPS nie wplywaja na przesunigcie faz cyklu
komoérkowego. Zastosowanie preinkubacji z EGT i nastepnie traktowanie komorek LPS-em
réwniez nie spowodowaty widocznych zmian w rozktadzie faz cyklu komorkowego.
Pomimo modulacji poziomu RFT i RFA, endogennych metalotionein i przezywalno$ci
komorek, EGT nie wykazuje zdolno$ci do modulacji cyklu komorkowego w komorkach linii
HepG2.

Przeprowadzone do$wiadczenia dostarczyly wynikow sugerujacych, ze LPS poprzez
modulacje poziomu RFT moze powodowaé zmiang poziomu metalotionein w komoérkach
HepG2. Wyniki zestawiono na rycinie 33.
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Rycina 33. Stezenie endogennych metalotionein w komoérkach HepG2 preinkubowanych
z ergotioneing w stezeniu 25 lub 50 pmol/dm? i traktowanych LPS w stezeniu 100 ng/cm?.
(A) poziom metalotionein w komoérkach kontrolnych i komorkach traktowanych LPS-em;
(B) poziom metalotionein w komodrkach traktowanych LPS-em oraz komorkach
preinkubowanych z ergotioneing i traktowanych LPS-em. Wartosci st¢zenia metalotionein
wyliczono na podstawie krzywej kalibracyjnej stezenia glutationu. Wyniki przedstawiono
jako warto$ci $rednich arytmetycznych wynikow czastkowych + odchylenie standardowe.
Analize statystyczng przeprowadzono testem t-Studenta.

Inkubacja komoérek HepG2 z LPS (Ryc. 33A) przez 24 godziny spowodowata obnizenie
stezenia metalotionein o 117,36 pmol/dm?® wzgledem kontroli (p < 0,0001, n= 3).
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Preinkubacja komorek z EGT w stezeniu 25 lub 50 umol/dm*® (Ryc. 33B) zmniejszyta
poziom metalotionein w komodrkach spowodowany traktowaniem LPS-em (dla obu st¢zen
p <0,0001; n= 3).

Komorki HepG2 inkubowano przez 24 godziny w pozywce hodowlanej
niesuplementowanej FBS w celu indukcji autofagii (Ryc. 34). Analiza wynikow wykazata,
ze deprywacja surowicza w komorkach HepG2 powoduje indukcje autofagii (p= 0,0004;
n= 8). Traktowanie komorek EGT w stezeniu 50 pmol/dm? przez 24 godziny spowodowato
spadek akumulacji MDC (p < 0,0001; n= 8), co sugeruje mniejsza ilos¢ wakuol
autofagowych w komorkach.

1.5

1.0 - Sk

0.5

Stosunek sygnalu MDC do PI

0.0~
HEEm Kontrola pozytywna

HEl Komorki kontrolne
EE EGT 50 umol/dm?

Rycina 34. Ocena modulacji procesu autofagii przez ergotioneing w komodrkach HepG2.
Komorki traktowano ergotioneing w stezeniu 50 umol/dm® przez 24 godziny. W celu
uzyskania kontroli pozytywnej indukcji autofagii, komorki inkubowano przez 24 godziny
W pozywce niezawierajacej surowicy. Wyniki przedstawiono jako wartosci $rednich
arytmetycznych wynikéw czastkowych + SEM. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono
testem t-Studenta.

Inkubacja komoérek HepG2 z LPS powoduje indukcje¢ receptora TLR4 [101]. Ponadto,
jak donosza Hsiao i wsp. [101], traktowanie komorek chemioterapeutykami jak
doksorubicyna czy cisplatyna prowadzi do represji aktywnosci TLR4. Aby sprawdzi¢
wplyw EGT na hepatocyty poddane dziataniu lekéw przeciwnowotworowych,
przeprowadzono dos$wiadczenie, w ktorym komorki linii HepG2 traktowano réznymi
lekami: doksorubicyng, metotreksatem, mitoksantronem, winkrystyna, etopozydem
i cisplatyng. Sposrod panelu wybranych chemioterapeutykow tylko przy traktowaniu
komoérek doksorubicyng (Dox) lub cisplatyng (CisPt) odnotowano modulacje
przezywalnos$ci indukowang przez EGT (Ryc. 35). 72-godzinna inkubacja komorek HepG2

z Dox w stezeniu 300 nmol/dm? spowodowala spadek przezywalnos$ci hodowli do 40%
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warto$ci proby kontrolnej (Ryc. 35A). Preinkubacja komoérek z EGT w stgzeniu
25 pmol/dm® nie wplynela na cytotoksycznos¢ Dox, podczas gdy EGT w stezeniu
50 pwmol/dm?® przyczynita si¢ do zwiekszenia przezywalno$ci komorek o okoto 10%
wzgledem komorek niepreinkubowanych z EGT (p= 0,0485; n=6). Z kolei CisPt w stgzeniu
20 pmol/dm? zredukowata przezywalno$¢ hodowli do 30% warto$ci proby kontrolnej po
72 godzinach inkubacji (Ryc. 35B). Preinkubacja komoérek z EGT w stezeniu 25 umol/dm?
zmniejszyta toksyczne dziatanie CisPt o 15% (p=0,0348; n=6) podczas gdy EGT w stgzeniu
50 umol/dm? o okoto 25% proby nieinkubowanej z EGT (p= 0,004; n= 6).
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Rycina 35. Przezywalno$¢ komodrek linii HepG2 preinkubowanych 24 godziny
z ergotioneing w stezeniach 25 i 50 umol/dm? i traktowanych przez 72 godziny
(A) doksorubicyng (Dox) w stezeniu 300 nmol/dm? lub (B) cisplatyng (CisPt) w stezeniu
20 pmol/dm?. Wyniki znormalizowano na warto$ci kontrolne i wyrazono jako udzial
procentowy komorek kontrolnych + odchylenie standardowe. Istotno$¢ statystyczng
wyliczono testem t-Studenta.

Oporno$¢ komoérek na terapi¢ lekami przeciwnowotworowymi zalezy rdéwniez
od aktywnos$ci i poziomu biatek odpowiedzialnych za eksport ksenobiotykow. Biatka
przyczyniajace si¢ do powstawania zjawiska opornosci wielolekowej (multidrug resistance,
MDR) naleza do rodziny ABC. Sprawdzono zdolno$¢ EGT do modulacji aktywnos$ci
wybranych transporterow ABC przy uzyciu testoéw funkcjonalnych.

Komorki poddawano dziataniu estréw kalceiny, fluo-3 i BCECF, barwnikow

fluorescencyjnych do oceny aktywno$ci transpoterow ABCB1 1 ABCCI.

68



Komoérki HepG2 traktowane EGT wykazywaly slabsza akumulacje kalceiny
w porownaniu do komorek kontrolnych (Ryc. 36). Po uptywie szeSciu minut inkubacji
z kalceing odnotowano réznice w szybkosci akumulacji barwnika pomig¢dzy komodrkami
kontrolnymi a komorkami inkubowanymi z EGT. Inkubacja hodowli z werapamilem
spowodowata obnizenie intensywnosci fluorescencji wzgledem komoérek kontrolnych,
co jest rownoznaczne z nizszym wewnatrzkomérkowym stezeniem kalceiny. EGT
wzmocnita efekt wywotany przez werapamil, redukujac intensywnos$¢ fluorescencji

wzgledem komorek inkubowanych z werapamilem.

1.6x10% =
1.4x104 =
1.2x104 =

1.0x104 —

8.0x103 —
N

L

0 rrrrrprrrrorrrr o

0 5 10 15 20 25
Czas [min]

3x103

Intensywnos$¢ fluorescencji [j.u.]

—e— Komorki kontrolne EGT25 —— EGTS50
O~ Werapamil25 O EGT25 + Werapamil25 a—  EGTS50 + Werapamil25

1.5%103 =

1.0x103

5.0x102

Intensywno$¢ fluorescencji netto [j.u.]

0.0 = 1
EEm Komorki kontrolne E=3 EGT25 E== EGTS50

Rycina 36. Kinetyka akumulacji kalceiny w komdrkach linii HepG2 w zaleznosci od czasu
inkubacji. Pomiar cytofluorymetryczny wykonywano co trzy minuty od momentu dodania
barwnika badZz barwnika z inhibitorem do zawiesiny komoérek az do pelnego wysycenia
komorek barwnikiem. Komorki preinkubowano przez 24 godziny z ergotioneing w stezeniu
25 pmol/dm?® (EGT25) lub 50 pmol/dm?® (EGT50). Werapamil w stezeniu kohcowym
25 umol/dm? dodawano do zawiesiny komoérek na pig¢ minut przed pierwszym pomiarem.
Pomiar w czasie 0 wykonywany byt niezwlocznie po dodaniu roztworu barwnika w pelnym
medium do zawiesiny komodrek. Wyniki przedstawiono w postaci mediany z 10000
wewnatrzkomoérkowych  pomiaréw  fluorescencji. Wykres stupkowy przedstawia
intensywno$¢ fluorescencji netto. Przedstawiono wyniki reprezentatywne.
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Rownowaga stezeniowa kalceiny ustalita si¢ po okoto 20 minutach inkubacji
z barwnikiem. Warto$¢ intensywnosci fluorescencji netto dla komoérek traktowanych EGT
byta nizsza od wartosci kontrolnych, co moze sugerowaé wyzsza aktywnos¢ transportera
ABCBI lub wigkszg ilo$¢ tego transportera w blonie komorkowe;.

Pomiar funkcjonalny aktywnosci transportera ABCC1 (ABCC1 — multidrug resistance-
associated protein 1) przeprowadzono z wykorzystaniem metody pomiaru kinetyki
akumulacji 1 wyptywu barwnika Fluo-3AM. Maksimum fluorescencji w probach bez

inhibitora MK571 osiagnigto po 15 minutach inkubacji z barwnikiem.
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Rycina 37. Kinetyka akumulacji i wyptywu Fluo-3 AM w komorkach linii HepG2
w zalezno$ci od czasu inkubacji. Pomiar cytofluorymetryczny wykonywano co pig¢ minut
przez 50 minut od momentu dodania barwnika badz barwnika z inhibitorem do zawiesiny
komorek. Komorki preinkubowano przez 24 godziny z ergotioneing w stezeniu 25 pmol/dm?
(EGT25) lub 50 umol/dm? (EGT50). MK 571 w stezeniu koncowym 25 pmol/dm? dodawano
do zawiesiny komorek na pi¢¢ minut przed pierwszym pomiarem. Pomiar w czasie
0 wykonywany byl niezwlocznie po dodaniu roztworu barwnika w pelnym medium
do zawiesiny komoérek. Wyniki przedstawiono w postaci mediany z 10000
wewnatrzkomoérkowych  pomiaréw  fluorescencji. Wykres stupkowy przedstawia
powierzchni¢ pod krzywa netto. Przedstawiono wyniki reprezentatywne.
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Komoérki inkubowane z inhibitorem MKS571 osiggnety maksimum fluorescencji
w 25 minucie inkubacji (Ryc. 37). W komorkach inkubowanych w obecnosci inhibitora
znacznie wolniej nastgpowat wyplyw barwnika. Dowodzi to, ze transporter ABCC1 ulegt
czesciowej inhibicji przez interakcje z MKS571. Suplementacja komorek ergotioneing
spowodowata modulacj¢ warto$ci powierzchni pod krzywa netto wzgledem komorek
kontrolnych.

Kinetyka wyptywu sondy BCECF wykazata (Ryc. 38), ze preinkubacja komorek linii
HepG2 z EGT przyczynia si¢ do wydajniejszej akumulacji barwnika ze Srodowiska

wzgledem komorek kontrolnych (warto§¢ pomiaru w czasie t= 0 min).
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Rycina 38. Kinetyka wyptywu BCECF w komorkach linii HepG2 w zaleznosci od czasu
inkubacji. Pomiar cytofluorymetryczny wykonywano co 10 minut przez 80 minut od
momentu dodania barwnika badz barwnika z inhibitorem do zawiesiny komoérek. Komorki
preinkubowano przez 24 godziny z EGT w st¢zeniu 25 umol/dm3 (EGT25) lub 50
pmol/dm3 (EGT50). Zastosowano inhibitor MK571 w stezeniu koncowym 25 pmol/dm3.
Pomiar rozpoczgto niezwlocznie po dodaniu roztworu barwnika w pelnym medium do
zawiesiny komoérek. Wyniki przedstawiono w  postaci mediany z 10000
wewnatrzkomoérkowych  pomiaréw  fluorescencji. Wykres stupkowy przedstawia
powierzchni¢ pod krzywa netto. Przedstawiono wyniki reprezentatywne.
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Odnotowano rowniez bardziej efektywny wyplyw sondy BCECF z komorek
traktowanych EGT, pomimo wyzszych bazowych wartosci fluorescencji. Komorki
traktowane inhibitorem MK571 wykazywaty zblizong zalezno$¢ a zastosowanie inhibitora
MKS571 przyczynilto si¢ do znacznego spowolnienia wyptywu barwnika z wnetrza komorek.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze EGT posiada zdolno$¢ do modulacji aktywnosci lub
poziomu transporterow z rodziny ABC.

W celu potwierdzenia wynikéw uzyskanych w testach funkcjonalnych, wykonano
doswiadczenia metoda qPCR. Ze wszystkich przedstawionych na rycinie 38 genow
najwyzszej ekspresji wzgledem kontroli ulegly 4BCA2, ABCCI, ABCC6 i ABCCII.
EGT spowodowata rowniez inhibicje niektérych z badanych genow: ABCB6, ABCCS
1 ABCF3. Poziom ekspresji pozostatych badanych genow nie ulegt zmianie po traktowaniu

EGT.

ABCAI 0.96
ABCA2 3
ABCA3 — 1.08
ABCA4 — 1.36
ABCBI — 1.08
ABCB6 — 0.68
ABCB7 — 1.00
ABCB9 — 1.75
4BCCl <RI
ABCC2 — 0.94 -4 2
ABCC3 — 1.59
ABCC4 — 1.73
ABCCS5 — 0.70
ABCC6
ABCCI0 1.02
ABCCI1
ABCCI3 — 1.59
ABCDI — 1.23 -4 1
ABCD4 - 0.97
ABCE] — 1.65
ABCFI — 1.34
ABCF'3 — 0.58
ABCG2 — 0.90
ABCGS — 0.82
ABCG6 — 1.44

Rycina 39. Heatmapa ekspresji genéw kodujacych transportery ABC w komorkach linii
HepG2 traktowanych ergotioneing w stezeniu 50 pmol/dm®. Wyniki przedstawiono
w formie wielokrotno$ci zmiany wzgledem komorek kontrolnych. N= 3
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Analiza poziomu biatek ABCC1 i ABCC2 wykazata zwickszony poziom biatka ABCCl1
(Ryc. 40A) w komorkach linii HepG2 traktowanych EGT w stezeniu 50 pmol/dm?
(p= 0,0445; n= 3). Istotnosci statystycznej nie wykazano natomiast dla nizszego stezenia
EGT. Nie wykazano rdéznic w poziomie biatka ABCC2 pomigdzy probami
preinkubowanymi z EGT a proba kontrolng (Ryc. 40B).

A B
2.0 — * 2.0 —
1.8 — ! 1.8 —
1.6 — 1.6 —
1.4 — 1.4 —
1.2 1.2 —

Ekspresja bialka
normalizowana na kontrole
Ekspresja biatka
normalizowana na kontrole

| |
0.8 V 0.8 V

0.2 0.2

0.0 0.0

MRP1 MRP2

Baktyna | GHENED GHENY G- B-aktyna

Komérki kontrolne
EGT 25 pmol/dm>
EGT 50 pmol/dm?
Komorki kontrolne
EGT 25 pmol/dm?
EGT 50 pmol/dm?

Rycina 40. Poziom biatek ABCC1 i ABCC2 w komorkach linii HepG2 traktowanych
ergotioneing przez 24 godziny. (A) poziom biatka ABCC1, (B) poziom biatka ABCC2. Na
wykresach przedstawiono dane znormalizowane na wartosci kontrolne w postaci wartosci
$rednich arytmetycznych z trzech powtdérzen (n= 3) = SD. Pomiar densytometryczny
przeprowadzono metoda rolling ball. Fotografie przedstawiaja wykadrowane czgsci
wywotanych membran zawierajace badane biatko i kontrolg fadowania — B-aktyne.
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Uzyskane przeze mnie dane sugeruja, ze EGT w komorkach linii SH-SY5Y 1 HepG2
wykazuje nie tylko dzialanie antyoksydacyjne, ale takze dziatanie o -charakterze
sygnalizacyjnym i regulacyjnym.

W przeprowadzonych  doswiadczeniach EGT  wykazuje dobre zdolnosci
antyoksydacyjne. Z uwagi na wystgpowanie ugrupowania tiomocznikowego na pier§cieniu
imidazolowym, nie ulega reakcjom charakterystycznym dla tioli. Nie ulega takze reakcji
z jonami chromu, ktérej ulega AA. Zachowuje wydajnos¢ antyoksydacyjng w kwasowym
pH.

W uktadzie komorkowym EGT wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne. EGT chroni przed
$miercig komorek indukowang przez H02, NO oraz nadtlenkami organicznymi.
Suplementacja komorek SH-SY5Y EGT w stezeniach 25-50 pmol/dm? nie powoduje
generacji RFT. EGT zmiata RFT generowane traktowaniem H>O», ale wzmacnia generacje
RFT indukowang przez DETA. Preinkubacja z EGT ostabia generacj¢ O>" indukowang
przez MD w cytozolu i mitochondriach. Zastosowanie 24-godzinnej preinkubacji z EGT
prowadzi do wzmocnienia powstawania nadtlenku wodoru w wyniku dziatania AAPH
i DETA. EGT nie wplywa na generacj¢ NO niezaleznie od zastosowanej substancji
o dziataniu utleniajagcym w komoérkach SH-SYSY.

EGT w stezeniu 75 pmol/dm? nie powoduje indukcji apoptozy w komoérkach SH-SYSY.
Preinkubacja z EGT istotnie zapobiega indukcji apoptozy przez nadtlenek wodoru i AAPH.
Efekt antyapoptotyczny EGT jest mniej wydajny wzgledem DETA lub MD w komorkach
SH-SYS5Y. Traktowanie komorek chlorkiem litu prowadzi do indukcji apoptozy. EGT
(> 200 pmol/dm?) wptywa na poziom ATP w komorkach. Nie prowadzi do modulacji cyklu
komoérkowego. EGT obniza endogenny poziom wakuol autofagowych w komorkach
SH-SYSY oraz moduluje maksymalny poziom fosforylacji biatka GSK3p (Ser9) a takze
spowalnia jego defosforylacje. Podobny trend odnotowuje si¢ w przypadku fosforylacji
biatka ULK1 w pozycji Ser758. Inkubacja komorek z EGT prowadzi do obnizenia poziomu
biatek ZEB1 i1 ZO1 a takze indukcji poziomu biatek mTOR 1 GSK3a.

Komorki HepG2 wykazuja wigksza $miertelnos¢ w odpowiedzi na dziatanie EGT niz
SH-SY5Y. W stezeniach 25 i 50 pumol/dm® EGT prowadzi do obnizenia generacji
endogennego poziomu RFT. Przyczynia si¢ takze do wzmozenia generacji NO, czego nie
obserwuje si¢ na komorkach SH-SYS5Y. EGT wplywa na modulacj¢ poziomu
wewnatrzkomoérkowych metalotionein. W stosowanych stezeniach, EGT nie powoduje

indukcji syntezy transportera SLC22A4.

74



EGT obniza generacje nadtlenku wodoru indukowang przez LPS. EGT wykazuje réwniez
wzmocnienie generacji NO indukowanej przez LPS. Preinkubacja z EGT zapobiega
indukowanemu przez LPS obnizeniu endogennego poziomu metalotionein. Podobnie jak
w komorkach SH-SYS5Y, EGT réwniez prowadzi do obnizenia endogennego poziomu
wakuol autofagowych w komorkach HepG2. Preinkubacja z EGT w stezeniu 50 pmol/dm?
chroni komorki przed dziataniem doksorubicyny i cisplatyny. EGT moduluje kinetyke
akumulacji kalceiny, fluo-3 i BCECF w komoérkach HepG2. Gen kodujacy transporter
ABCCI ulega nadekspresji wzglgdem komorek kontrolnych po inkubacji z komoérek z EGT.

Zmiany te widoczne sg roOwniez na poziomie biatka.

75



VII. Dyskusja

Pierwsze doniesienia o antyoksydacyjnych wlasciwos$ciach ergotioneiny (EGT)
opublikowano ponad 70 lat temu [102]. W celu poréwnania i poszerzenia dostepnej wiedzy
na temat wlasciwosci antyoksydacyjnych EGT, przeprowadzono pomiar catkowitej
zdolnosci antyoksydacyjnej tego zwigzku. Wykorzystano dwie metody oceny zdolno$ci
antyoksydacyjnej: metode¢ redukcji kationorodnika ABTS i metod¢ FRAP. Pierwsza z metod
wykazata, ze w warunkach bezkomorkowych EGT jest réwnie wydajnym antyoksydantem
co troloks (Ryc. 3). W poréwnaniu do innych antyoksydantow, EGT wykazuje dziatanie
antyoksydacyjne poréwnywalne do kwasu moczowego (UA), cho¢ stabsze niz kwas
askorbinowy (AA), glutation (GSH) i1 L-cysteina (L-C) (Ryc. 3A). AA i UA nie wykazuja
wysokiej reaktywnosci wzglgdem nadtlenku wodoru (Ryc. 3B). Wyzsza reaktywno$cia
wzgledem H>O» cechuja sie¢ GSH i L-C, ktorych wartos¢ TE ulegta obnizeniu wzgledem
danych kontrolnych. W §rodowisku zawierajacym H2>O> obliczona warto$¢ rownowaznikow
troloksu (TE od ang. trolox equivalents) EGT jest porownywalna z warto$ciami TE dla GSH
i L-C. Uwarunkowane jest to wyzsza reaktywnoscig zwigzkow tiolowych wzgledem H>O»
w poréwnaniu do EGT, ktéora w pH buforu reakcyjnego wystepuje w strukturze
tiomocznikowe;.

EGT wykazuje niewielka reaktywnos¢ wzgledem AAPH (Ryc. 3C). Pozostate zwigzki
utleniajgce rowniez nie wykazuja wysokiej reaktywnos$ci wzgledem AAPH; w §rodowisku
z AAPH, stosunkowo najmniejsze obnizenie TE wzgledem proby bez oksydanta wykazata
EGT. W przypadku zastosowania wodoronadtlenku tert-butylu (TBOOH) reaktywno$¢
badanych zwiazkow byta zblizona do reakcji z AAPH, w sposob analogiczny stwierdzono
rébwniez istotno$ci statystyczne (Ryc.3D). Sposrod wszystkich badanych substancji
najwicksza reaktywnos$¢ wzgledem TBOOH wykazuje L-C. Obecno$¢ dichromianu potasu
w uktadzie reakcyjnym powoduje obnizenie catkowitej zdolno$ci antyoksydacyjnej
AA z uwagi na charakterystyczng reakcje redukcji Cr(VI) do Cr(Ill) inicjowana przez
AA (Ryc. 3E) [103]. Najnizsza reaktywnos$¢ wzgledem dichromianu potasu wykazuje
natomiast UA. Zaledwie 10% pierwotnego stezenia antyoksydantow tiolowych
przereagowuje z dichromianem potasu. Uzyskane dane wskazuja na dobre wtasciwos$ci
przeciwutleniajagce EGT, porownywalne z antyoksydantem modelowym troloksem. EGT
w przeciwienstwie do antyoksydantow tiolowych nie ulega samoutlenieniu oraz wykazuje
niska reaktywno$¢ wzglgdem nadtlenku wodoru (Ryc. 3A-B).

Drugim testem zastosowanym w celu oceny catkowitej zdolnos$ci antyoksydacyjnej EGT

byt test FRAP. Zasada dziatania testu FRAP opiera si¢ o reakcje redukcji jonu zelazowego
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Fe** do jonu zelazawego Fe?' przez badang substancje. Z uwagi na zasade dziatania tej
metody, nie jest ona stosowana do oceny przeciwutleniaczy, ktorych mechanizm dziatania
opiera si¢ o zmiatanie rodnikéw na drodze transferu wodoru — w szczeg6lnosci tioli jak GSH
czy L-C [104]. Test FRAP przeprowadza si¢ w srodowisku o niskim pH. Majac §wiadomos$¢
tych ograniczen wybrano ten test, aby sprawdzi¢, czy calkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna
EGT ulegnie zmianie w takich warunkach. EGT, ktéra ma strukture tiomocznikowa,
w fizjologicznym pH jest stosunkowo stabo reaktywna w poréwnaniu do antyoksydantow
tiolowych. Zgodnie z wyktadnig literatury przedmiotu, GSH i L-C w tescie FRAP powinny
wykazywa¢ bardzo niskg reaktywno$¢ z jonami zelaza. Uzyskane przeze mnie wyniki
potwierdzaja niska reaktywnos$¢ zwigzkow tiolowych w tescie FRAP (Ryc. 4). Wyniki
dos$wiadczenia metoda FRAP sugeruja, ze w $rodowisku o niskim pH EGT
najprawdopodobniej zachowuje struktur¢ tiomocznikowg i reaktywnos$¢ wzgledem jonow
zelaza na poziomie troloksu (Ryc. 4A). Najwyzsza calkowita zdolno§¢ antyoksydacyjna
wsrdd badanych zwigzkéw w tescie FRAP wykazujg AA 1 UA.

W przeprowadzonych do$wiadczeniach wykazano, ze EGT reaguje w tescie FRAP
z H>0; (nastepuje spadek wartosci TE EGT o okoto 40% wzgledem proby bez utleniacza)
(Ryc. 4B). Pomimo tego, ze AA oraz UA wykazuja wigkszg reaktywnos$¢ wzgledem H>O»,
to nadal osiggaja wyzsze wartosci TE w tescie FRAP niz EGT. EGT wykazuje
poréwnywalng reaktywnos$¢ wzgledem AAPH jak w przypadku reakcji z H2O2 (Ryc. 4C).
Podobng reaktywnos$¢ zaobserwowano w przypadku AA i UA. W obecnosci TBOOH, EGT
wykazuje warto$ci TE na poziomie okoto 1 umol TE/cm?®. Wyniki uzyskane dla AA i UA
nie roznily si¢ znaczaco w obecnosci TBOOH w poréwnaniu do pomiaréw z poprzednimi
utleniaczami (Ryc. 4D). Najwigksza zmian¢ zaobserwowano dla AA po reakcji
z dichromianem potasu — nastapit spadek wartosci TE do poziomu okoto 0,15 pmol TE/cm?
(Ryc. 4E). W przypadku EGT i UA warto$ci TE wynoszg kolejno 1 pmol TE/cm? i 1,7 pmol
TE/cm?.

Zgodnie z przewidywaniami antyoksydanty tiolowe nie redukowatly jonu Zelazowego,
wykazujac najnizsza reaktywno$¢ ze wszystkich testowanych substancji w tescie FRAP
(Ryc. 4). Wydajnos¢ antyoksydacyjna EGT w teScie FRAP byla nizsza niz AA 1 UA. We
wszystkich przypadkach EGT wydajniej reagowata z jonami Zelaza, osiagajac wyzsze
warto$ci TE. Uzyskane dane sugeruja, ze niskie pH nie wplywa, badz wptywa nieznacznie,
na catkowita zdolno$¢ antyoksydacyjna EGT. W poréwnaniu do wystepujacych endogennie
zwigzkow tiolowych, EGT nie zmiata RFT poprzez transfer wodoru, dzigki czemu —

w odréznieniu od GSH i L-C —redukuje jon Zelaza w tescie FRAP. Nie ulega rowniez reakcji
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z jonami chromu. Z tego wynika, ze EGT jako zwigzek o dziataniu antyoksydacyjnym jest
stabilna w warunkach niskiego pH.

Wyniki testow in vitro sa zbiezne z wynikami dostgpnymi w literaturze przedmiotu
[39,105-107]. EGT to zwiagzek o dobrych wlasciwosciach antyoksydacyjnych [70].
W odréznieniu od wigkszo$ci matoczasteczkowych antyoksydantow egzogennych, EGT
ulega regeneracji katalizowanej przez GSH, dzigki czemu tylko w niewielkim stopniu jest
wydalana z organizmu. Regeneracja utlenionej w wyniku reakcji z tlenem singletowym 'O,
czasteczki EGT odbywa si¢ na drodze nieenzymatycznego i wieloetapowego cyklu
wymagajacego czterech czasteczek GSH [2]. W cyklu regeneracji generowane sg czasteczki
GSSG. Badacze sugeruja, ze z uwagi na cykl regeneracji, EGT nalezy postrzega¢ jako
zwigzek $cisle zwigzany z parg redoks GSH/GSSG. Tylko w obecnosci pary GSH/GSSG
EGT wykazuje petng zdolnos$¢ antyoksydacyjng w uktadach biologicznych.

Aby lepiej wyjasni¢ role EGT w uktadach komorkowych zdecydowatem o wykorzystaniu
generatora tlenku azotu DETA NONOate (DETA), ktérego okres péttrwania w roztworach
wodnych wynosi 20 godzin, oraz wodorosiarczynu sodu menadionu (MD), bedacego
generatorem anionorodnika ponadtlenkowego. Pierwotnie do$wiadczenia z reaktywnymi
formami azotu (RFA) postanowiono przeprowadza¢ z wykorzystaniem syntetyzowanego na
$wiezo nadtlenoazotynu ONOO-~. Przeprowadzono zaréwno testy in vitro jak
1 dos$wiadczenia na linii komorkowej SH-SYSY. Jednakze z uwagi na szybka
i niekontrolowang dekompozycje tego zwigzku podjeto decyzje o zmianie go na generator
tlenku azotu NO, ktorego czas poéltrwania i ilo$¢ generowanej RFA jest staly. Dane
literaturowe wskazujg, ze¢ DETA NONOate w stezeniu 1 mmol/dm?® w 37°C utrzymuje
w $rodowisku stezenie NO na poziomie < 1 pumol/dm?® przez 24 godziny od momentu
inicjacji reakcji [108]. Natomiast decydujacym kryterium doboru MD byla zdolnos¢ do
uwalniania anionorodnika ponadtlenkowego, ktéry w uktadach biologicznych stanowi jedng
z najwazniejszych RFT.

Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) uznal EGT jako substancje
bezpieczng, niewykazujaca dziatania toksycznego wzgledem zwierzat [29,30].
Aby ustali¢ odpowiednie st¢zenia badane dla linii SH-SYS5Y skorzystano z danych
dotyczacych stezenia EGT u ludzi i zwierzat, na przyktad: ludzka surowica zawiera $rednio
56 + 47 pmol/dm?® EGT [109], we krwi pelnej pobranej od zdrowej osoby stezenie EGT
wynosi okoto 166 umol/dm?® podczas gdy krew 0sob chorych na chorobe Le$niowskiego-
Crohna zawiera $rednio 43,6 pumol/dm® EGT [110]. Stezenie EGT we krwi ludzi zmienia sig

z wiekiem [3], jest zalezne od diety, aktywno$ci ruchowej, choréb itd. [70].
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Z przeprowadzonych w 2018 roku badan wynika, Zze maksymalny poziom akumulacji EGT
w watrobie myszy po 28 dniach diety zawierajacej 70 mg/kg/dzien EGT wynosi 202,6 ng/mg
[74]. Natomiast we krwi pelnej badanych zwierzat najwyzsze odnotowane st¢zenie EGT
wynosito 192,36 ng/ul, co w przeliczeniu na stezenie molowe daje warto$¢ 838,9 umol/dm?.
Bazowe zmierzone st¢zenia EGT w tkankach myszy wynosity kolejno: w watrobie
80,65 ng/mg, we krwi pelnej 58,99 ng/ul, za§ w moézgu 3,73 ng/mg (po 28 dniach
suplementacji wzrosto do 10,66 ng/mg). Po 28 dniach kontrolowanej diety z duza
zawarto$cia EGT w zadnym z mysich narzadow nie odnotowuje si¢ stezenia EGT
przekraczajacego 1 mmol/dm?.

W badaniach pilotazowych do niniejszej rozprawy zbadano cytotoksycznos¢ EGT
1 wybrano stgzenia niepowodujace cytotoksycznosci ostrej. Analogicznie zbadano wptyw
zwigzkow o dziataniu utleniajacym na komorki linii SH-SYSY, aby dobra¢ odpowiednie
stezenia. Analiza danych literaturowych sugeruje, ze toksyczno$¢ EGT rozni si¢
w zalezno$ci od modelu badawczego. Przyktadowo, komorki linii HeLa inkubowane
z 1 mmol/dm?® EGT nie wykazujg spadku przezywalnosci i cechujg si¢ wyzszg odpornoscia
na cytotoksyczne dziatanie H>O> (1 mmol/dm?) [68]. 1 mmol/dm? EGT znosi cytotoksyczne
dziatanie pirogalolu (100 pmol/dm?) z 77% do 22% w ludzkich komorkach $rodbtonka
mikronaczyniowego moézgu (HBMECs) [111]. Autorzy zapewniaja, ze komérki HBMECs
nie wykazuja spadku przezywalno$ci po inkubacji z EGT w stezeniu nawet 10 mmol/dm?,
cho¢ nie dostarczajg na ten temat zadnych dowodéw, co moze budzi¢ watpliwosci.

Komorki hybrydowej linii N-18-RE-105 nie wykazuja spadku przezywalnosci
po inkubacji z EGT w stezeniu do 5 mmol/dm? [106]. Stezenie 5 mmol/dm? jest nieosiggalne
w komorkach nerwowych in vivo, gdyz jest limitowane barierg krew-mozg. Preinkubacja
z EGT w zakresie stezen do 5 mmol/dm? zmniejsza efekt cytotoksyczny indukowany przez
N-acetylo-cysteing (5 mmol/dm?) i H,O, (1 mmol/dm?) na komorki linii N-18-RE-105
[106]. EGT (500 pmol/dm?®) hamuje proliferacje szczurzych progenitorowych komorek
nerwowych obnizajac objetos¢ neurosferoidow w poréwnaniu do hodowli kontrolnej [112].
Proliferacja progenitorowych komorek nerwowych jest stymulowana przez RFT [113]. EGT
promuje réznicowanie si¢ komoérek nerwowych — efekt ten nie wystepuje w komorkach
z wyciszong ekspresja genu slc22a4. Przyczyna tego dzialania moze by¢ indukcja ekspres;ji
czynnika transkrypcyjnego Math1 (Atohl) bedacego markerem réznicowania si¢ komoérek
nerwowych [112]

Literatura przedmiotu dostarcza przyktadowych danych dotyczacych antyoksydacyjnego
dziatania EGT w uktadach biologicznych, np. suplementacja EGT komorek linii HeLa
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chroni przed stresem oksydacyjnym wywolywanym przez pirogalol [68]. EGT w komodrkach
HBMECs zmiata anionorodnik  ponadtlenkowy  generowany  przez  uklad
hipoksantyna/oksydaza ksantynowa, zapobiegajac $mierci komorek [111]. Preinkubacja
komoérek z EGT zapobiega powstawaniu uszkodzen DNA indukowanym przez
nadtlenoazotyn ONOO™ (1 mmol/dm?) [106].

Uzyskane przeze mnie dane sugeruja, ze suplementacja komorek SH-SYSY EGT
w stezeniu 50 i 75 pumol/dm? chroni komoérki przed cytotoksycznym wpltywem H>O», AAPH
oraz DETA (Ryc. 6). Preinkubacja komoérek z EGT w stezeniu 75 umol/dm? uwrazliwia je
na cytotoksyczne dziatanie MD. Sugeruje to mozliwo$¢ powstawania toksycznej pochodne;j
MD w reakcji z EGT badz produktem utleniania EGT, ktory powoduje wigksze uszkodzenia
struktur komoérkowych niz MD, poniewaz wykazano, ze EGT reaguje z anionorodnikiem
ponadtlenkowym [111], w zwigzku z czym najprawdopodobniej zachodzi¢ musi
bezposrednia reakcja pomiedzy MD a EGT.

EGT jest pochodng histydyny (His). W obecnos$ci nadtlenku wodoru His indukuje efekt
genotoksyczny katalizowany przez formujace si¢ kompleksy His-zelazo-DNA [114].
Prowadzi to do powstania podwojnych pgknie¢ helisy DNA. W odrdéznieniu od His, EGT
chroni komorki przed dziataniem H>O» (Ryec. 6). Interesujacych wynikéw dostarczaja
badania przeprowadzone przez Liao i1 wsp. [115], w ktérych wykazano, ze EGT jest
niekompetycyjnym inhibitorem tyrozynazy o dzialaniu okoto sze$ciokrotnie silniejszym niz
jej zdolnos¢ do zmiatania 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH), czego nie wykazuje His.
Funkcja EGT w organizmie czlowieka moze by¢ znacznie bardziej zlozona niz
u producentéw EGT i zaleze¢ od typu komorek i tkanek, w ktorych EGT jest akumulowana.

EGT charakteryzuje si¢ dobrg catkowita wydajnoscia  antyoksydacyjng
w kontrolowanych warunkach bezkomoérkowych (Ryc.3-4). Jednakze wydzielane
zewnatrzkomorkowo 1 obecne w pozywce zwigzki moga wpltywaé na antyoksydacyjne
wlasciwosci EGT. Komorki SH-SYSY inkubowane przez 24 godziny z EGT w st¢zeniu
50 pmol/dm? nie wykazujg generacji RFT i RFA wzgledem komorek kontrolnych (Ryc. 7).
Uzyskane wyniki koreluja z dotychczas opublikowanymi danymi literaturowymi [3]. EGT
chroni przed stresem oksydacyjnym wywotanym przez H20O2 (Ryc. 8). Gdy stresorem jest
DETA, EGT wzmacnia generacj¢ RFT/RFA (Ryc. 8). EGT powoduje istotne obnizenie
poziomu O w komorkach traktowanych MD, a takze wzmocnienie generacji H20:
indukowanej przez AAPH lub DETA (Ryc. 11B-C). Traktowanie komoérek H202 czy MD
spowodowato podwyzszenie poziomu H>O> wewnatrz komorek. Preinkubacja z EGT nie

zapobiegla indukcji stresu oksydacyjnego przez te zwigzki. Pomiary poziomu tlenku azotu
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sonda DAF-FM, wykazaty generacj¢ NO tylko w przypadku traktowania komérek DETA.
Preinkubacja z EGT nie spowodowala zmian w generacji RFA w badanym ukladzie
komoérkowym. Pomiary sondg fluorescencyjng HoDCFDA wykazaly nasilenie generacji
RFT w komérkach, ktére byty preinkubowane z EGT i traktowane DETA. Podobne
zjawisko zaobserwowano podczas pomiarow sonda fluorescencyjng DHRI123, ktora
wykazala zwigkszong generacj¢ RFT, gdy komorki preinkubowano z EGT i traktowano
AAPH.

Z danych przedstawionych przez Takahashi i wsp. [116] wynika, Ze przedtuzajacy si¢
stan nadprodukcji NO prowadzi do zwigkszenia agregacji bialek tau w komorkach linii
SH-SY5Y. DETA w zakresie stezen 1 —2 mmol/dm® prowadzi do zwigkszenia poziomu
S-nitrozylowanych biatek, inaktywacji proteasomu i zaburzenia oddychania komérkowego.
Stezenie DETA stosowane w dos$wiadczeniach do niniejszej rozprawy wynosito
250 umol/dm® dla komorek linii SH-SY5Y, czyli ponizej granicy, od ktorej
Takahashi i wsp. [116] odnotowali wzrost poziomu S-nitrozylowanych biatek. Ocena
generacji NO wykazata wzrost poziomu NO po inkubacji z DETA wzgledem komorek
kontrolnych (Ryc. 12C), a preinkubacja z EGT nie wykazata modulacji poziomu NO.
Odnotowano wzrost poziomu H>O; po inkubacji z DETA, wzmacniany przez EGT
(Ryc. 11C). EGT wzmaga indukowang przez DETA generacje RFT/RFA (Ryc. 8C).
DETA wykazuje zdolno$¢ do zaleznego od st¢zenia modulowania potencjatu
czynnosciowego Ww szczurzych neuronach, ponadto bezposrednio 1 niezaleznie
od wydzielanego NO, aktywuje kanaly kationoselektywne w blonie komorkowe;,
powodujac zwiekszenie dokomorkowego pradu kationow [117]. Wydzielany przez DETA
tlenek azotu moze przyczynia¢ si¢ do produkcji H2O2 [118]1 O2™ oraz w niewielkim stopniu
ONOO [119]. NO powoduje inhibicje katalazy poprzez przylaczanie si¢ do hemu,
skutkujac zwigkszeniem poziomu H>O2 w komorkach [120]. Krétkotrwala (6-godzinna)
inkubacja komorek z DETA prowadzi do aktywacji kaspaz zaleznych od biatka p38,
natomiast 24-godzinna inkubacja z DETA powoduje inaktywacj¢ kaspaz i zwigksza udziat
komorek nekrotycznych w probie [120]. Autorzy postuluja, ze w NO-zaleznej indukcji
apoptozy posredniczy H>O», natomiast indukcja nekrozy zalezna jest od deplecji ATP
1 endogennych tioli [120].

Z zaprezentowanych przeze mnie danych nie wynika, ze EGT stymuluje produkcje NO
w komorkach linii SH-SYS5Y. Jednakze, komorki preinkubowane z EGT, wykazuja wyzszy
poziom H>O: niz komorki, ktorych nie preinkubowano z EGT. H20» jest w tym uktadzie

produktem reakcji EGT z Oy" [78]. EGT w fizjologicznym stezeniu (1 — 200 pmol/dm?)
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powoduje zalezne od NO rozluznienie szczurzej aorty i przedluza okres pottrwania NO,
poprzez zmiatanie O>" [121]. Wynika z tego, ze stala szybkosci reakcji EGT z Oz jest
wyzsza od stalej szybkosci reakcji NO z O2"". EGT nie wykazuje dziatania cytotoksycznego
wzgledem komorek $rodblonka aorty nawet w stezeniu 1 mol/dm? [122].

EGT zadziatala ochronnie wzgledem komorek linii SH-SYSY traktowanych H>Oo,
AAPH i DETA, przywracajac przezywalnos¢ hodowli do wartosci kontrolnych.
24-godzinna inkubacja komorek z EGT w stezeniu 75 pumol/dm?® nie powoduje indukcji
procesu apoptozy w komorkach linii SH-SYS5Y (Ryc. 13). Preinkubacja z EGT
spowodowata zmniejszenie ilosci komodrek bedacych: w stadium nekrozy po traktowaniu
hodowli H202, we wczesnym etapie apoptozy po traktowaniu AAPH, w stadium nekrozy
ina péznym etapie apoptozy po traktowaniu DETA, a takze we wszystkich etapach apoptozy
po traktowaniu MD. Przedstawione wyniki sugeruja, ze suplementacja komorek SH-SYSY
z EGT moze przeciwdziata¢ indukcji apoptozy aktywowanej przez zwiazki o dziataniu
utleniajagcym. Preinkubacja z EGT prowadzi do represji apoptozy indukowanej przez H2O:
i AAPH 1 spowalnia przebieg apoptozy indukowanej przez DETA i MD. Sugeruje
to mozliwos$¢ wykorzystania EGT jako czynnika przeciwdziatajacego apoptozie zaleznej
od stresu oksydacyjnego. EGT jest wydajnym zwigzkiem przeciwdziatajacym apoptozie
wywolywanej réwniez przez np. cisplatyne [123] czy jony zelaza [124]. Badania
przeprowadzone na komodrkach linii PC12 dowodza, ze preinkubacja komoérek z EGT obniza
cytotoksyczne 1 genotoksyczne dzialanie H>O», oraz powoduje inhibicj¢ szlaku p38-MAPK
i Akt [125].

Transporter SLC22A4 wystepuje powszechnie w organizmie ludzkim i zapewnia import
EGT do wngtrza komoérek. W doswiadczeniach oceniajacych zdolnos¢ EGT do modulacji
ekspresji genu slc22a4 wykazano, ze EGT stosowana w stezeniach do 125 umol/dm® nie
powoduje nadekspresji slc22a4 (Ryc. 14). Zastosowanie EGT w stezeniu 200 pmol/dm?
wywolalo zwigkszong ekspresje genu slc22a4 wzgledem komorek kontrolnych. Indukcja
ekspresji dopiero przy tak wysokim stezeniu moze sugerowac, ze obecny konstytutywnie
w komorkach linii SH-SY5Y poziom transportera dla EGT, jest wystarczajacy do
prawidlowego funkcjonowania komorek tej linii.

Pomiar poziomu ATP w komorkach linii SH-SYS5Y wykazal obnizenie poziomu ATP
po 24-godzinnej inkubacji komoérek z EGT w stezeniu 200 pmol/dm?3. Zmiana w poziomie
ATP moze by¢ efektem modulacji procesu apoptozy (Ryc. 18). Wykonano takze dalsze
doswiadczenia, ktore wykazaly brak zmian w potencjale mitochondrialnym komorek

traktowanych EGT [nie pokazano].
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Nieustannie poszukuje si¢ nowych sposobdéw leczenia choréb neurodegeneracyjnych,
a w szczegolnosci chordéb Parkinsona i Alzheimera. EGT posiada wilasciwosci, ktore
umozliwiajg zakwalifikowanie jej do grupy nutraceutykow o potencjale neuroprotekcyjnym.
Jest ona zwigzkiem nietoksycznym, stabilnym i dobrze rozpuszczalnym w roztworach
wodnych. W organizmie ludzkim wykrywa si¢ ja w miejscach szczeg6lnie narazonych na
stres oksydacyjny oraz stwierdza si¢ jej zdolno$¢ do przenikania przez barier¢ krew-mozg.
Wykorzystanie tego zwiazku we wsparciu terapii choréb neurodegeneracyjnych mogtoby
przynies¢ korzysci pacjentom i wesprze¢ terapi¢ konwencjonalng.

Procesy neurodegeneracyjne, w szczegdlnosci zwigzane z agregacja biatek, bardzo czgsto
prowadzag do indukcji procesu apoptozy. Dzialanie przeciwdziatajace procesom
neurodegeneracyjnym indukowane przez EGT dowiedziono takze na transgenicznym
modelu Caenorhabditis elegans CL2006 dvis2, cechujagcym si¢ nadekspresja prekursora
ludzkiego B-amyloidu (AP) [79]. Zastosowanie EGT w stezeniach 2 i 5 mmol/dm?
przedluzato zycie nicieni o kolejno 6% i 11% wzgledem osobnikéw kontrolnych. EGT
w powyzszych st¢zeniach w znacznym stopniu zapobiegato rowniez karbonylacji biatek
indukowanej przez parakwat (10 mmol/dm?). Wykazano réwniez dziatanie zapobiegajace
oligomeryzacji A indukowane przez EGT (5 mmol/dm?). Suplementacja EGT (0,5 mg/kg
masy ciata) zmniejszata neurotoksyczne dzialanie D-galaktozy u szczuréw, wplywajac na
procesy zapamigtywania oraz uczenia si¢ [126]. Stosowana jednocze$nie z melatoning
(10 mg/kg masy ciala; MEL) wykazywala dziatanie utrzymujace parametry biochemiczne
oznaczane w modelu zwierzecym na poziomie niewiele odbiegajacym od fizjologicznego.
Na poziomie molekularnym EGT i MEL powoduja zmniejszenie akumulacji B-amyloidu
1 utrzymuja stezenie acetylocholinoesterazy na poziomie rownym grupie kontrolne;.

Poza substancjami aktywnymi poszukuje si¢ takze nowych celow terapeutycznych w celu
leczenia choroéb neurodegeneracyjnych. Jednym z badanych celéow terapeutycznych jest
kinaza syntazy glikogenu 3 (GSK3). GSK3 jest kinazg serynowo-treoninowg bioracg udziat
w wielu procesach komérkowych takich jak proliferacja, réznicowanie czy adhezja komorek
[127]. Wystepuje w postaci paralogéw o i B. Aktywnos¢ GSK3 regulowana jest poprzez
fosforylacje katalizowang gtownie przez kinazy Akt, kinaze biatkowa A, kinazg biatkowa
C czy kinazg p70 S6 [128]. Fosforylacja GSK3 w pozycji Ser-21 lub Ser-9 powoduje, ze
N-koncowy ogon struktury GSK3 lokalizuje si¢ w domenie wigzacej substrat, blokujac tym
samym miejsce aktywne GSK3 [128] i hamuje jego kanoniczna aktywno$¢ enzymatyczng.

W komorkach SH-SYSY kinaza GSK3 wystepuje gtownie w cytozolu; relokalizacja do

jadra nastepuje w efekcie stresu prowadzacego do apoptozy, wywolanego np. szokiem
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cieplnym, deprywacja surowiczg lub traktowaniem komorek staurosporyng [129]. Istotna
jest sygnalizacja GSK3 z udzialem dopaminy. Dopamina laczac si¢ z receptorem
dopaminowym D2 aktywuje znajdujaca si¢ na B-arestynie fosfatazg biatkowa 2A, ktora
inaktywuje kinaz¢ Akt prowadzac do zwigkszonej aktywacji GSK3 [130,131]. Wysoka
aktywno$¢ GSK3 indukuje produkcj¢ B-amyloidu [132] i fosforylacje¢ biatek tau, prowadzac
do ich stabilizacji (jest to proces nieodwracalny) [133].

Ponadto GSK3 aktywuje apoptoz¢ w komorkach nerwowych, ktéra moze prowadzi¢ do
utraty neurondw w chorobie Alzheimera [134]. Stwierdzono, ze zastosowanie inhibitorow
GSK3 poprawia funkcje poznawcze u myszy bedacych modelem choroby Alzheimera [135].

Jednym z poznanych inhibitoréw GSK3 jest lit, stosowany klinicznie w leczeniu choroby
afektywnej dwubiegunowej. Molekularne dziatanie litu polega na wyparciu jonu magnezu
Mg** z czasteczki GSK3 i kompetycyjne przytaczenie sie do niej lub posrednio, poprzez
zwigkszenie czgstosci fosforylacji GSK3 w pozycji Ser9 [128].

Wyniki przeprowadzonych eksperymentdw sugeruja, ze cytotoksycznos$¢ litu
w komorkach SH-SYSY jest zalezna od czasu inkubacji oraz stgzenia LiCl (Tab. 3).
Nie wykazano roznic w przezywalnosci komorek preinkubowanych z EGT. Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéw sugeruja, ze EGT nie wplywa na przezywalno$¢
komorek linii SH-SYSY traktowanych LiCl, niezaleznie od czasu inkubacji. Z uwagi
na antyoksydacyjne wtasciwosci EGT postanowiono wykona¢ eksperymenty oceniajgce
potencjat litu do generacji RFT/RFA w komoérkach SH-SYSY. Przedstawione dane
wskazujg, ze 6 mmol/dm? LiCl w komorkach SH-SY5Y nie powoduje generacji RFT (Ryc.
16). Niemniej jednak, EGT w stezeniach 200 i 400 pmol/dm?® spowodowala indukcje
generacji RFT zmierzong sondg DCFDA (Ryc. 16). Do$wiadczenie rozszerzono o pomiar
sondami DHE, MitoSOX, DHR123 i DAF-FM, z ktorych tylko pomiar sonda DHR123
wykazal modulacj¢ wewnatrzkomérkowego poziomu RFT po 24-godzinnej inkubacji z EGT
(Ryc. 17). Sonda DHR123 reaguje z HO» oraz w niskim pH z ONOO". Specyfika warunkow
panujacych w komorce eukariotycznej nie sprzyja reakcji DHR123 z ONOO-, co sugeruje,
ze zmierzong RFT jest najpewniej H2O. Traktowanie komoérek LiCl nie wplywa na
generacje H»O, niezaleznie od preinkubacji z EGT. EGT w stezeniu 50 pumol/dm? nie
powodowata generacji H>O> (Ryc. 11). Natomiast 24-godzinna inkubacja z EGT w stgzeniu
200 umol/dm? spowodowata 10-krotny wzrost intensywnosci fluorescencji sondy DHR123
(Ryc. 17). Biorgc pod uwage doniesienia o reaktywnosci EGT z anionorodnikiem
ponadtlenkowym, obserwowany wzrost fluorescencji DHR123 moze by¢ zwigzany

z generacja nadtlenku wodoru w wyniku reakcji dysmutacji anionorodnika
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ponadtlenkowego [78,121], badz tez na drodze reakcji chelatacji jonéw metali
przejSciowych ograniczajacych dostepnos¢ jonow metali, z ktérymi nadtlenek wodoru
moglby przereagowac [9,16].

Indukcja apoptozy, cho¢ czgsto $cisle powigzana ze stresem oksydacyjnym, nie jest od
niego w pelni zalezna. W celu oceny potencjatu litu do aktywacji apoptozy wykonano
doswiadczenie analogiczne do poprzednio wykonywanego dla komorek traktowanych
oksydantami. W badanym ukladzie do$wiadczalnym LiCl w stezeniu 6 mmol/dm? po
24 godzinach inkubacji powodowal indukcj¢ apoptozy w komoérkach linii SH-SYSY
(Ryc. 18). Nie wykazano zdolno$ci do indukcji apoptozy przez LiCl w stezeniu 1 mmol/dm?.
Niewielka zmiang¢ zauwazy¢ mozna réwniez w probach preinkubowanych z EGT w stezeniu
200 umol/dm?. Wynik koreluje z przedstawionymi wynikami indukcji generacji RFT/RFA
przez EGT w stezeniu 200 umol/dm’. Natomiast zastosowanie preinkubacji z EGT
a nastepnie traktowanie komoérek LiCl, znosi toksyczno$¢ LiCl. Wydajno$¢ dziatania
ochronnego indukowanego przez EGT jest zalezna od st¢zenia LiCl. Dane literaturowe
sugeruja, ze apoptoza indukowana przez LiCl jest zalezna od sygnalizacji na osi Wnt/f-
katenina i1 aktywacji kaspazy-3 i kaspazy-9 [136,137].

Autofagia w komorkach nerwowych petni wazng rol¢ podczas rozwoju chordb
neurodegeneracyjnych. Aktywno$¢ tego procesu ulega deterioracji w starzejacych sig
komorkach nerwowych, skutkujac niewydolnym systemem degradacji nieprawidtiowych
organelli 1 biatek [138]. Sprawdzono potencjat EGT do modulacji aktywnosci autofagii.
Preinkubacja z EGT w stezeniu 200 umol/dm® prowadzi do zmniejszenia ilo$ci wakuol
autofagowych w komorkach linii SH-SYS5Y wzgledem komorek kontrolnych (Ryc. 19).
W celu identyfikacji biatek bioracych udziat w represji autofagii przez EGT nalezato
przeanalizowa¢ modulacje oddolnych regulatorow procesu autofagii. GSK3 reguluje
aktywno$¢ wielu substratow, w tym m.in. odpowiedzialnych za modulacj¢ procesu autofagii,
na przyktad, od aktywnosci GSK3p zalezy indukcja procesu autofagii poprzez fosforylacje
czynnika ULK1 [139].

W aspekcie choréb neurodegeneracyjnych inhibicja szlaku GSK3 jest procesem
korzystnym, poniewaz nadmierna aktywno$§¢ GSK3fB prowadzi do fosforylacji biatka
prekursorowego amyloidu oraz biatek tau [140]. Laboratoryjne modele zwierzgce
parkinsonizmu przygotowuje si¢ najcze$ciej stosujac  1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-
tetrahydropirydyne (MPTP) lub 6-hydroksydopaming (6-OHDA), ktére powoduja indukcje
kaspazy-3. Dane z modeli komérkowych pokazuja, ze LiCl hamuje indukcje kaspazy-3,

zapobiegajac $Smierci komoérek SH-SYSY [141] oraz moduluje szereg innych procesow
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komoérkowych takich jak stres oksydacyjny, aktywno$¢ neurotroficznego czynnika
pochodzenia mézgowego czy szlaku kalpaina-Cdk5 [142]. Polaczenie suplementacji EGT
z LiCl mogtoby wzmacnia¢ efekt neuroprotekcyjny obu tych zwigzkow.

Celem kolejnych do$wiadczen byto wykazanie czy EGT suplementowana komérkom
linii SH-SYS5Y wplynie na inhibicj¢ GSK3 indukowang przez LiCl. Komorki traktowane
LiCl w stezeniu 6 mmol/dm? wykazaly indukcje poziomu p-GSK3p (Ser9) po 60 minutach
inkubacji z litem (Ryc. 20). Wzrost poziomu p-GSK3f (Ser9) trwat przez 120 minut
od momentu rozpoczecia inkubacji, po czym poziom p-GSK3B (Ser9) zaczat spadac.
Zastosowanie preinkubacji z EGT obnizylo maksymalny poziom biatka p-GSK3p (Ser9)
wzgledem proby kontrolnej. Zaobserwowana roéznica moze mie¢ zwiagzek z aktywnoscia
fosfataz. Fosfataza bialkowa 2A jest jednym 2z enzymdéw odpowiedzialnych
za defosforylacje p-GSK3p (Ser9) i zostala powigzana z mechanizmem toksyczno$ci
6-hydroksydopaminy na drodze defosforylacji p-GSK3p (Ser9) [141]. Wplyw EGT na
poziom p-GSK3f (Ser9) i modulacja przez EGT poziomu autofagii sugeruje mozliwos¢
istnienia zwigzku pomiedzy poziomem fosforylowanego biatka GSK3 a sygnalizacja
zalezng od ULK1. Oceniono wptyw EGT na fosforylacje inhibicyjng p-ULK1 (Ser757)
zalezng od aktywno$ci GSK3. Dla proby preinkubowanej z EGT wykazano obnizony
wzgledem proby kontrolnej maksymalny poziom biatka fosforylowanego oraz spowolnienie
procesu defosforylacji. Uzyskane dane sugeruja istnienie zalezno$ci pomigdzy EGT
a biatkami GSK3 i ULKI1, z uwagi na modulacje aktywnos$ci autofagii przez EGT jak
1 modulacje fosforylacji obu tych biatek. Jednakze potrzeba wigkszej ilosci danych by moc
nalezycie opisa¢ zachodzace w komodrkach zmiany.

Igbal 1 wsp. [143] opublikowali prace, w ktorej wykazali EGT dzialanie hamujace
przejécie epitelialno-mezenchymalne (EMT) indukowane lipopolisacharydem (LPS) na
modelu zwierzecym. Traktowanie zwierzat LPS-em prowadzilo do powstania ostrego urazu
ptuc objawiajacego si¢ uszkodzeniem tkanki plucnej, obnizeniem poziomu endogennych
enzymo6w antyoksydacyjnych, interleukiny 18 i TNF-a, podwyzszeniem poziomu Smad?2/3,
Smad4, NF-kB, Snail, wimentyny oraz znacznym obnizeniem poziomu E-kadheryny. Takie
zmiany w komorce sugeruja mozliwo$¢ indukcji przejscia EMT. Suplementacja EGT
prowadzita do inhibicji obserwowanych zmian poprzez obnizenie poziomu bialek TGF-f,
Smad2/3, Smad4, Snail, wimentyny, NF-xB i cytokin prozapalnych oraz przywrdcenie
poziomu e-kadheryny i enzymoéw antyoksydacyjnych w zaleznos$ci od st¢zenia EGT.
Autorzy konkluduja, ze EGT w dawce 100 mg/kg jest rownie efektywna co lek referencyjny

(febuksostat). Preinkubowane z EGT komorki $rodbtonka wykazuja zalezng od stezenia
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EGT redukcje poziomu pierwszej czasteczki adhezyjnej §rodbtonka (VCAM-1), szczegdlnie
w uktadzie pobudzajacym ekspresje tego biatka (komorki stymulowane IL-1B) [122].

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty wplyw EGT na poziom fosforylacji
inhibicyjnej biatek GSK3 i ULK1.

Represja E-kadheryny jest sygnatem rozpoczynajacym przejscie EMT. Za represje
E-kadheryny odpowiada czynnik transkrypcyjny ZEBI1. W celu oceny potencjatu EGT
do modulacji przejscia EMT w komodrkach SH-SYSY przeprowadzono pomiar poziomu
biatek markerowych. Sposrod wybranego panelu bialek markerowych tylko ZO1 i ZEBI
ulegly modulacji pod wplywem traktowania komoérek EGT (Ryc. 22). Biatko ZOl1
odpowiedzialne jest za wytwarzanie potaczen Scistych (zamykajacych) z sgsiadujagcymi
komorkami. Jest to biatko typowe dla fenotypu epitelialnego, ktérego synteza ulega represji
w wyniku aktywacji przejscia EMT. Zgodnie z kanonicznym szlakiem EMT represja biatka
Z01 powigzana jest z utratg potaczen migdzykomorkowych i prowadzi do uzyskania przez
komorki fenotypu mezenchymalnego. Koh i wsp. [144] przedstawili, ze godzinna inkubacja
z EGT w stezeniu 1 mmol/dm? nie prowadzi do zwigkszenia poziomu mRNA kodujgcego
biatka ZO-1, klaudyne-5 i okludyne. Wykazano natomiast, ze EGT zapobiega indukowane;j
przez 7-ketocholesterol relokalizacji biatek ZO1 1 klaudyny-5 w poblize jadra
komorkowego.

Z kolei ZEB1 to czynnik transkrypcyjny odpowiadajacy przede wszystkim za represje
genow zapewniajacych komorce fenotyp epitelialny, ale takze indukcj¢ gendéw powigzanych
z mezenchymalnym fenotypem komoérek Nie zaobserwowano zmian w poziomie
E-kadheryny po traktowaniu komoérek EGT, pomimo tego, ze po inkubacji z EGT
odnotowano spadek ekspresji ZEB1. Aktywnos¢ biatka ZEB1 prowadzi do reorganizacji
cytoszkieletu komorki, represji potaczen miedzykomorkowych i modulacji faz cyklu
komorkowego.

Kinaza GSK3, z uwagi na niespecyficzno$¢ substratowa, reguluje aktywno$¢ wielu
szlakéw przekaznictwa sygnatow [145]. Jednym z substratow GSK3 jest f-katenina, biatko
rekrutowane gléwnie podczas kanonicznego szlaku GSK3 i szlakow EMT 1 Wnat.
W warunkach fizjologicznych przylaczona do aksyny kinaza GSK3 fosforyluje B-katening,
kierujac ja do degradacji. Natomiast w obecno$ci ligandu Wnt nastepuje fosforylacja
inhibicyjna kinazy GSK3 a ustabilizowana [-katenina ulega translokacji do jadra
komoérkowego, gdzie rozpoczyna si¢ transkrypcja genow. W komodrkach SH-SYSY EGT nie
prowadzi do zmiany catkowitego poziomu B-kateniny (Ryc. 22). Jednakze obnizony poziom

czynnika transkrypcyjnego ZEB1 i nizszy poziom fosforylacji inhibicyjnej GSK3p
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wzgledem proby kontrolnej sugeruje, ze EGT moze prowadzi¢ do inhibicji translokacji
B-kateniny do jadra komoérkowego 1 w konsekwencji czeSciowej inhibicji szlaku EMT
(Ryec. 22).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze EGT powoduje represj¢ przejscia EMT w komorkach
SH-SYSY, cho¢ zmiana poziomu biatka ZO1 wskazuje na proces odwrotny. Trudnosci
w jednoznacznej ocenie modulacji przejscia EMT przez EGT powoduje sposéb wzrostu
hodowli komorek linii SH-SYSY. Populacja komorek linii SH-SYSY wykazuje
heterogenno$¢ fenotypowa, ktora ulega dynamicznym zmianom. W hodowli wyr6znié
mozna komorki wykazujace wzrost adherentny jak i zawiesinowy. Komorki SH-SYSY
czesto rosng warstwowo 1 tacza si¢ ze soba, tworzac w konsekwencji sferoid o zbitej
strukturze. Po osiagnigciu wystarczajacej objetosci sferoid traci polarnos¢ apikobazalng
1 odrywa si¢ od powierzchni naczynia hodowlanego a nastgpnie opada w innym miejscu
tworzac koloni¢ komorek. Te dynamiczne zmiany fenotypu komoérek SH-SYSY sg zwigzane
z reorganizacja ekspresji gendw kodujacych bialka cytoszkieletu 1 polaczen
mi¢dzykomoérkowych. Na podstawie poziomu analizowanych bialek wydaje sig,
ze inkubacja z EGT powinna skutkowaé¢ zmniejszonym udziatem sferoidow w populacji
og6lnej komorek.

EGT wykazuje zdolno$¢ do modulacji procesu autofagii (Ryc. 19). W celu potwierdzenia
tych zmian oceniono poziom biatka mTOR. mTOR to kinaza serynowo-treoninowa
funkcjonujaca w  dwodch  strukturalnie 1 funkcjonalnie réznych kompleksach
sygnalizacyjnych: mMTORC1 i mTORC?2 (od mechanistic target of rapamycin complex 1/2)
[146]. Kinaza mTOR reguluje proliferacj¢ komorek oraz procesy autofagii i apoptozy [147].
Dos$wiadczenia wykazaty, Ze 24-godzinna inkubacja komorek SH-SYSY z EGT
spowodowata zwigkszenie poziomu biatka mTOR (Ryc. 23). Koreluje to z poziomem
autofagii, ktory ulegt represji pod wptywem preinkubacji z EGT.

Na aktywno$¢ kompleksu mTORC1 wptywa wiele czynnikdw zewnetrznych,
np. stezenie aminokwasdéw, poziom glukozy i czynnikdw wzrostu [148]. Z uwagi na
podobienstwa strukturalne do His, najbardziej prawdopodobnym mechanizmem regulacji
poziomu mTOR przez EGT jest mechanizm zalezny od aminokwaséw. Droga aktywacji
komplekséw mTORC1/2 przez aminokwasy rdzni si¢ od siebie w zalezno$ci od ligandu.
Transport aminokwasow do wnetrza komorek katalizowany jest przez rozne biatka, glownie
pochodzace z rodziny SLC np. arginina transportowana jest przez transporter SLC7A1,
leucyna przez transporter SLC7AS a glutaming transportuje biatko SLC1AS [149].

W literaturze przedmiotu brak jest informacji o przebiegu aktywacji mTOR badz indukcji
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ekspresji tego biatka przez EGT. Dostgpne s3 dane z udzialem innych aminokwasow.
Przeprowadzone na ludzkich organoidach badania wykazatly, ze jednoczesne zastosowanie
histydyny, lizyny i treoniny prowadzi do modulacji poziomu mRNA kodujacego mTOR
[150]. Aktywacja kompleksu mTORCI katalizowana przez His odbywa si¢ zaleznie od
szlaku GTP-azy Rag [151]. Sugeruje to, ze EGT moze powodowa¢ nadekspresjc mTOR
na drodze aktywacji szlaku zaleznego od mTORC1 i GTP-azy Rag.

Gtoéwng funkcja kompleksu mTORCI] jest represja autofagii, ktéra prowadzi do inhibicji
syntezy lizosomow. Prowadzaca do tego sygnalizacje¢ rozpoczyna mTORCI1 poprzez
bezposrednia fosforylacje biatka ULK1 odpowiedzialnego za inicjacje¢ autofagii [152], oraz
czynnika transkrypcyjnego EB (TFEB) petniacego funkcj¢ regulujaca ekspresje genow
kodujacych biatka zwigzane z aktywnoscig lizosoméw (w tym réwniez genéw kodujacych
biatka odpowiedzialne za autofagi¢) [153]. Powoduje to zablokowanie szlakow degradacji
lizosomalnej oraz autofagii. Indukowana przez EGT modulacja poziomu ATP moze by¢
powigzana z modulacja proceséw zaleznych od kompleksu mTORCI (Ryc. 15).

Odnotowany spadek poziomu biatka ZO1 w komodrkach SH-SYS5Y wskazuje na mozliwg
utrate potagczen miedzykomoérkowych (Ryc. 22). Takie zjawisko obserwuje si¢ u pacjentow
chorych na chorobe Le$niowskiego-Crohna (CD; Crohn’s Disease). Wystepujace przy CD
objawy, takie jak krwawienie ze $wiatta przewodu pokarmowego, s3 wynikiem utraty
polaczen miedzykomodrkowych w tkance jelita cienkiego i/lub grubego [154]. Pacjenci
chorzy na CD majg nizszy poziom EGT w tkankach od reszty populacji [155]. CD zostata
powiazana z transporterem SLC22A4 [49,65,156,157], a doktadnie z wariantem L503F
transportera SLC22A4, ktory moze przyczyniac si¢ do mniej wydajnego transportu EGT ze
$wiatla jelita do krwiobiegu [49,157]. Dziatanie EGT powodujace represje bialek w modelu
komoérkowym niekoniecznie musi mie¢ przetozenie na model zwierzecy czy cztowieka.

Jednym z biatek odpowiedzialnych za potaczenia miedzykomorkowe jest biatko ZO1,
ktérego poziom ulegt obnizeniu po inkubacji z EGT. Poziom EGT u pacjentéw z chorobg
CD jest istotnie nizszy niz u zdrowej czgsci populacji. Sugeruje to, ze EGT moze mie¢ realny
wplyw na przebieg i rozwoj takich dolegliwosci jak choroba CD, zapalenie jelit i inne
przypadiosci uktadu pokarmowego. Co prawda badania przeprowadzone na modelu
komoérkowym SH-SYSY wskazuja na represj¢ poziomu ZO1 przez EGT, aczkolwiek nie
oznacza to, ze w innym uktadzie inkubacja z EGT spowodowataby taki sam efekt.
Stosowanie EGT u myszy chorych na wrzodziejace zapalenie jelita grubego zmniejsza
populacje makrofagow i limfocytow T CD4" prowadzac do wyciszenia stanu zapalnego,

oraz powoduje zwigkszenie poziomu okludyny w komorkach jelita [158]. Nie wyjasnia to
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jednak przyczyny podwyzszenia poziomu mTOR oraz tego, w jaki sposob regulacja kinazy
mTOR wiaze si¢ z modulacja przejscia EMT.

Jedng z drog aktywacji EMT jest niezalezna od TGF-f inhibicja kompleksu mTORCI
[159]. Odbywa si¢ to poprzez inhibicje bialek mTOR badz Raptor. Proces reorganizacji
fenotypu jest regulowany przez czynniki transkrypcyjne ZEB1 i ZEB2, ktoérych poziom
zauwazalnie wzrasta po represji biatka mTOR [159]. Hernandez i wsp. [160] informuja, ze
inhibicja mTOR przy pomocy rapamycyny prowadzi do zwigkszenia poziomu biatek
odpowiedzialnych za potaczenia migdzykomoérkowe u transgenicznych myszy bedacych
modelem choroby Alzheimera. W chorobach neurodegeneracyjnych poza tworzeniem si¢
ztogéw biatkowych 1 zaburzeniem gospodarki dopaminowej, wyr6zni¢ mozna réwniez
znaczne ostabienie bariery krew-modzg wskutek zahamowania ekspresji genéw kodujacych
biatka wytwarzajace potaczenia migedzykomorkowe. Inhibicia mTOR za pomoca
rapamycyny indukuje biosyntez¢ biatek ZO-1, okludyny i klaudyny-5, co mogloby
przektadac si¢ na polepszenie stanu zdrowia pacjentow [160].

Modulacja poziomu bialek w komodrkach SH-SYSY jest odwrotna do przytoczonych
danych literaturowych. W przypadku komorek linii SH-SYSY traktowanie EGT prowadzi
do indukcji sygnalizacji mTORC1 zaleznej od aminokwaséw. Literatura przedmiotu
proponuje kilka modeli modulacji mTORC1 przez aminokwasy. W proces ten
zaangazowane sg struktury i biatka takie jak V-ATPaza w blonie lizosomu, Ragulator czy
GTPaza RAG [161]. Badania wykazaty, Zze aminokwasy rozgat¢zione (BCAA) sa niezbedne
do aktywacji mTORCI [162]. Aktualna doktryna sygnalizacji przez aminokwasy opiera si¢
o stymulacje mTORCI do relokalizacji w poblize GTPazy Rheb, ktora aktywuje kompleks
mTORCI [161]. Aminokwasy promujg aktywacje bialek RAG poprzez modulacj¢ zdolno$ci
heterodimeru RAG do wigzania nukleotydow guaninowych, co skutkuje rekrutacja
mTORCI1 do powierzchni lizosomu, gdzie natrafia na biatko Rheb zwigzane z GTP [163].
Jednakze bezposrednie przyporzadkowanie sygnalizacji zaleznej od EGT do biatka
efektorowego wymaga przeprowadzenia wigkszej iloSci eksperymentdéw z uwagi
na ztozono$¢ szlaku zwigzanego z mTOR. Na podstawie przeprowadzonych doswiadczen
mozna zaproponowa¢ dla EGT mechanizm dziatania oparty o modulacj¢ poziomu biatka
mTOR, przektadajacego si¢ na synteze biatek ZO1 i ZEB1 w komoérkach SH-SYSY.

Celem réwnolegle prowadzonych doswiadczen na komorkach linii HepG2 byta ocena
wplywu EGT na jeden z najbardziej narazonych na stres oksydacyjny narzadow w ciele
czlowieka - watrobg. Przeprowadzone do$wiadczenia miaty na celu opisa¢ wptyw EGT

na komorki tego narzadu.
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W  celu wustalenia stezen EGT nietoksycznych wzgledem komorek HepG2,
przeprowadzono pilotazowe badania przezywalno$ci komorek. Pomiary wykazaly,
ze stezenia EGT powyzej 100 umol/dm® powodujg efekt cytotoksyczny po 24-godzinnej
inkubacji z komoérkami linii HepG2. Uzyskane wyniki dotyczace przezywalnosci komoérek
HepG2 traktowanych EGT sugeruja, ze moga one by¢ bardziej wrazliwe na dziatanie EGT
niz komoérki SH-SYSY. Do doswiadczen na komorkach linii HepG2 wybrano stezenia
25150 pmol/dm?.

Dane literaturowe sugeruja, ze wlasciwos$ci prezentowane przez EGT predysponuja ten
zwigzek do przeciwdziatania skutkom glikemii. W literaturze wykazano takze, ze EGT
(2 umol/dm?) z hispidyng wzmacniajg inhibicj¢ NF-xB w komorkach linii PC12 poddanych
dziataniu metyloglioksalu [164]. W badanym st¢zeniu EGT wykazuje rowniez zdolno$¢ do
inhibicji zaawansowanych produktéw glikacji (AGEs) i odpowiadajacego im receptora
[164]. Podawanie EGT szczurom chorym na cukrzyce¢ typu Il zapobiega uszkodzeniom
watroby, obniza st¢zenie glukozy we krwi oraz zapobiega wyksztatceniu insulinooporno$ci
u zwierzat, niezaleznie od terapii metforming [165]. EGT (16 mg/kg masy ciata) podawana
przez siedem dni przed 24-godzinnym okresem glodowki utrzymuje fizjologiczny poziom
mleczandow w  szczurzych erytrocytach. Powoduje takze obnizenie poziomu
glukozo-6-fosforanu i fruktozo-6-fosforanu, co moze sugerowa¢ aktywacje
fosfofruktokinazy przez EGT [166]. Przygotowanie komdrkowego modelu hiperglikemii
najczegsciej polega na krotkotrwatym 1 gwaltownym zwigkszeniu stezenia glukozy
w pozywce z 5,5 do 25 mmol/dm’, co wigze si¢ z wywolaniem naglego efektu
cytotoksycznego. Zastosowanie EGT (1 mmol/dm®) w pelni znosi efekt cytotoksyczny
spowodowany przez indukcj¢ hiperglikemii [111].

Zauwazono takze wptyw na zmiany spowodowane podwyzszong glikemig na wyzszym
poziomie organizacji organizmu niz komdrkowy. Wysokie st¢zenia glukozy stosunkowo
czesto (5-10%) prowadza do deformacji embrionu z uwagi na dziatanie teratogenne [167].
Zastosowanie suplementacji EGT (1,147 mg/kg mc) przez 12 dni od zaptodnienia szczuréw
chorych na cukrzyce typu Il obniza ilo§¢ zdeformowanych embrionéw o potowe (z 31,0%
do 14,7%) [167]. EGT zastosowano takze w badaniach nad dojrzewaniem embrionéw owiec
(Ovis aries), gdzie 10 mmol/dm® EGT przyspiesza rozw6j zarodkow wzgledem proby
kontrolnej, a w dojrzatych oocytach wykazano nizszy poziom stresu oksydacyjnego
1 wyzszy poziom GSH [168]. Z kolei embriony bydlece sa zdecydowanie bardziej wrazliwe
na dzialanie EGT, poniewaz stezenie 1 mmol/dm? catkowicie hamuje rozwdj embrionéw

wywolujac efekt cytotoksyczny [169]. Dopiero ponizej stezenia 0,1 mmol/dm® EGT
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przyczynia si¢ do zwigkszenia przezywalnosci ogolnej zarodkow o 15% wzgledem proby
kontrolnej. Traktowanie kurzych embriondow wysokimi dawkami kortykosteroidow
wywoluje u nich zaéme¢ spowodowang deplecja GSH w soczewce oka [170]. Podanie EGT
(20 umol/dm®) na 3 i 12-godzin po traktowaniu embrionéw hydrokortyzonem spowalnia
progresj¢ zaémy, cho¢ nie przywraca fizjologicznego st¢zenia GSH w soczewce oka [170].

EGT chroni przed stresem powodowanym przez hiperglikemi¢ poprzez nadregulacje
poziomu SIRT1 i SIRT6 oraz obnizenie poziomu p66Shc i NF-kB [171]. Natomiast u kawii
domowych z wyindukowang niealkoholowa stluszczeniowa chorobg watroby wykazano
akumulacje EGT w watrobie zalezng od poziomu cholesterolu w diecie — istotnie wigce]
EGT akumulowaty zwierz¢ta bedace na diecie wysokottuszczowej [172]. EGT chroni
réwniez przed peroksydacja lipidow w watrobie oraz zmniejsza zuzycie endogennego GSH
i o-tokoferolu na skutek traktowania szczuréw octanem zelazowo-nitrylowym [173].
Zastosowanie suplementacji EGT u szczuréw znosi wywotany przez zelazo stan zapalny
1 apoptoz¢ na drodze redukcji poziomu czynnika martwicy nowotwordow-a, interleukiny-6
i kaspazy-3 [124]. Autorzy wskazuja rowniez na modulacje osi PI3K/Akt przez EGT,
zahamowanie translokacji NF-kB do jadra komoérkowego oraz modulacj¢ sygnalizacji
p38/c-Fos. EGT zapobiega zwlOknieniu watroby 1 znosi stres oksydacyjny u myszy
traktowanych dimetylonitrozoaming [174]. Na podstawie przedstawionych doniesien
literaturowych mozna stwierdzi¢, ze EGT odgrywa wazng rol¢ w hepatocytach narazonych
na dzialanie egzogennych stresorow.

Jak dotad nie opublikowano wynikow, ktore wskazywalyby na bezposrednie toksyczne
dziatanie EGT na watrobe zwierzat laboratoryjnych czy modele komérkowe. Ewentualng
toksyczno§¢ EGT w badaniach na zwierze¢tach przypisuje si¢ dziataniu n-tlenku
trimetyloaminy (TMAOQ), ktory powstaje w jelitach za sprawa bytujacych tam
mikroorganizméw. TMAO wykazuje dodatnig korelacje wzgledem chorob takich jak
nadci$nienie tetnicze, miazdzyca, udar niedokrwienny, przewlekta choroba nerek [175].
Natomiast zastosowanie EGT w hodowli komoérkowej bezposrednio wystawia komorki
na dziatanie dodanego zwiazku. EGT z uwagi na dobre wlasciwos$ci antyoksydacyjne moze
w komorkach wywolywac stres redukcyjny i prowadzi¢ do spadku przezywalnos$ci. Jedna
z przyczyn wyzszej toksycznosci EGT wzgledem komoérek HepG2 niz komorek SH-SYSY
moze by¢ wysoki endogenny poziom transportera SLC22A4 (Ryc. 27) w porownaniu do
komorek linii SH-SYSY (Ryc. 14). Pomimo zastosowania nizszego stezenia EGT niz
w doswiadczeniach na komodrkach SH-SYSY, EGT wykazala silne biologiczne dzialanie

na komorki linii HepG2. Réznice wzgledem linii SH-SYSY zauwazono réwniez podczas

92



pomiaru RFT/RFA w komorkach linii HepG2. Po 24-godzinnej inkubacji z EGT wykazano,
ze EGT prowadzi do istotnego obnizenia endogennego poziomu RFT (Ryc. 25A)
1 nadprodukcji NO (Ryc. 25C), podczas gdy w komoérkach SH-SYSY nie zaobserwowano
takiej zalezno$ci (Ryc. 7).

Szczegolnie interesujagca wydaje si¢ by¢ nadprodukcja NO indukowana przez EGT, czego
nie wykazano na linii SH-SYS5Y. Uwolnienie badz podwyzszenie st¢zenia NO zwigzane
moze by¢ z modulacjg wielu szlakéw przekaznictwa sygnatéw, m.in. aktywacja stanu
zapalnego. Literatura przedmiotu dostarcza informacji, Ze na poziomie organizmalnym
podwyzszenie poziomu NO moze by¢ zwigzane z cytotoksycznym dziataniem TMAO
powstajacym wskutek metabolizmu EGT. Z uwagi na modulacj¢ generacji NO, TMAO
przypisuje si¢ dziatanie zaburzajagce réwnowage wazodylatacyjnga naczyn krwionos$nych
[176]. Jednakze na poziomie komorkowym TMAO nie powstaje a EGT nie wykazuje
dziatania cytotoksycznego wzgledem komorek nabtonka nawet w stezeniu 1 mmol/dm?
[171], wigc mechanizm odpowiadajacy za generacje NO w uktadzie komorkowym nie moze
by¢ zalezny od generacji TMAO. W pracy Arun i Gokce (2014) wykazano, ze EGT
powoduje zalezne od NO rozluznienie szczurzej aorty oraz chroni NO zmiatajac O2™ [121].
Dane literaturowe sugeruja, ze powigzanie EGT z NO nie jest przypadkowe.

W celu dalszej oceny dzialania EGT przeprowadzono analiz¢ poziomu metalotionein po
traktowaniu komorek EGT. Redukcja fizjologicznego poziomu RFT i stymulacja wyrzutu
NO moze by¢ powigzana ze zmiang poziomu endogennych przeciwutleniaczy.
Metalotioneiny  stanowig istotng grup¢ endogennych zwigzkow o dzialaniu
antyoksydacyjnym i chelatujacym metale. Przeprowadzone pomiary sugeruja, ze spadek
ogbélnego poziomu RFT (Ryc. 25A) moze by¢ powigzany ze spadkiem poziomu
metalotionein (Ryc. 26). GSH uczestniczy w procesie redukcji utlenionej EGT, ktora jak
wykazano wczesniej, prowadzi do redukcji endogennego poziomu RFT w komoérkach
HepG2. Metalotioneiny cechujg sie silnym powinowactwem do jonéw cynku Zn?*, ktore
odgrywaja role w modulacji poziomu NO poprzez sekwestracje lub uwalnianie jonow Zn**
z klastrow tiolanowych [177]. Dane literaturowe sugeruja, ze wewnatrzkomoérkowa
homeostaza cynku zalezy od poziomu metalotionein i NO, tj. zwigkszony poziom
metalotionein hamuje NO-zalezne zmiany konformacyjne, ktére sa3 markerem uwolnienia
jonow Zn?* z klastrow tiolanowych [177]. Natomiast w komorkach HepG2 zaobserwowano
odwrotng zalezno$¢ — poziom metalotionein ulegl obnizeniu a poziom NO podwyzszeniu.

Zgodnie z danymi literaturowymi powinno miec to bezposredni wplyw na st¢zenie
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uwolnionego cynku. Mozliwe, ze EGT na drodze reakcji z O>" zapobiega reakcji NO z 02",
lub z uwagi na wlasciwosci chelatujace wigze wolny cynk w komorce.

Wielokrotnie w literaturze przedmiotu podkreslano, ze suplementacja EGT prowadzi do
indukcji poziomu transportera SLC22A4 [3,53]. W przypadku komoérek HepG2 zar6wno na
poziomie mRNA jak i bialka nie wykazano istotnych statystycznie zmian poziomu
transportera SLC22A4 po inkubacji z EGT (Ryc. 27). Natomiast w przeciwienstwie do
komorek SH-SYSY w lizatach biatkowych z komoérek HepG2 udato si¢ wykry¢ transporter
SLC22A4. Niemniej jednak w komorkach HepG2 traktowanych EGT nie odnotowano
zmian ani na poziomie genu ani na poziomie biatka dla transportera SLC22A4 wzgledem
warto$ci kontrolnych.

Przeprowadzone dotychczas do$wiadczenia potwierdzity antyoksydacyjne dziatanie
EGT. Wykazatly roéwniez, ze potencjat antyoksydacyjny EGT r6zni si¢ w zaleznosci od typu
komoérek. W komorkach HepG2 traktowanie EGT wywotato indukcje generacji NO przy
jednoczesnej redukcji calkowitego poziomu RFT. Obnizenie poziomu metalotionein
sugeruje, ze w komorkach mogta zaj$¢ regeneracja utlenionej EGT przy udziale GSH, stad
spadek poziomu metalotionein w komorkach. Natomiast wzrost poziomu NO moze by¢
powigzany z indukcja reakcji zapalnej w komodrkach HepG2 np. na drodze aktywacji
sygnalizacji zaleznej od receptora TLR4. W 2022 roku opublikowano artykut, w ktorym
przedstawiono wyniki dotyczace wptywu EGT na szczurzy model wrzodziejacego zapalenia
jelita grubego (tac. colitis ulcerosa). EGT spowolnita proces skracania jelita grubego oraz
zmniejszyla ogdlng ilo$¢ uszkodzen jelita grubego szczurow poprzez inhibicj¢ szlaku
TLR4/MyD88/NF-«kB, przyczyniajac si¢ tym samym do zmniejszenia ilo$ci wydzielanych
czynnikow prozapalnych [178].

W kolejnych dos§wiadczeniach na komoérkach HepG2 sprawdzono, czy EGT moduluje
aktywno$¢ szlaku TLR4 oraz czy wzmacnia dzialanie lipopolisacharydu (LPS). Dziatanie
LPSu opiera si¢ o aktywacje odpowiedzi immunologicznej, prowadzacej m.in. do indukcji
szlaku TLR4, wyrzutu cytokin prozapalnych, generacji RFT lub RFA, aktywacji apoptozy
oraz autofagii [100]. EGT spowodowata spadek poziomu RFT w komoérkach z jednoczesng
indukcja generacji NO, co moze sugerowaé, ze W sposob posredni moduluje
wewnatrzkomorkowe przekaznictwo sygnatow zwigzane z generacjag NO. W celu analizy
tego zagadnienia komorki linii HepG2 poddano dziataniu LPS 1 EGT.

Pomiary przezywalno$ci wskazaty na dobrg tolerancj¢ LPS przez komorki linii HepG2
(Ryc. 28). W literaturze przedmiotu znalez¢ mozna duzg ré6znorodnos$¢ stosowanych stezen

LPS, w duzej mierze zaleznych od modelu badan oraz struktury czasteczki LPS, ktorej
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dhlugos¢ 1 zrdznicowanie tancuchdéw bocznych determinujg cytotoksyczno$¢. Wybrane
przeze mnie st¢zenie bylo wypadkowa analizy literaturowej oraz pilotazowych testow
przezywalno$ci. Zastosowanie stezenia 100 ng/cm® powinno, zgodnie z wykladniag
literatury, prowadzi¢ do indukcji stanu zapalnego na drodze aktywacji receptora TLR4
w komorkach [101]. Z indukcja stanu zapalnego wigze si¢ wyrzut RFT/RFA,
przeprowadzono wiec pomiary stresu oksydacyjnego, aby okres$li¢ poziom generacji
RFT/RFA. Do$wiadczenia wykazaty indukcje RFT po czterech godzinach inkubacji z LPS
(Ryc. 29A) ktora zostala zniesiona przez preinkubacj¢ z EGT (Ryc. 29B). Reakcja obronna
komorek wskutek aktywacji stanu zapalnego wywotanego przez LPS prowadzi do generacji
RFT, co wielokrotnie prezentowano w literaturze [179]. Modulacja aktywnos$ci
wystepujacego w hepatocytach TLR4 moze prowadzi¢ np. do stluszczania watroby —
mechanizm oparty o sygnalizacj¢ LPS/TLR4 stanowi podstaw¢ molekularng rozwoju
niealkoholowej stluszczeniowej choroby watroby (NAFLD) [180]. W komorkach HepG2,
LPS indukuje wzrost poziomu H>O> (Ryc.30A), ktéry znosi preinkubacja z EGT
(Ryc. 30B). Komorki inkubowane z LPS-em wykazuja zwigkszong generacje NO wzgledem
proby kontrolnej (Ryc. 31A), ktérg wzmacniala preinkubacja z EGT (Ryc. 31B). Sugeruje
to zdolno$¢ EGT do indukcji generacji NO badZz tez innego dzialania skutkujacego
podwyzszeniem poziomu NO.

Zmiany w réwnowadze redoks moga prowadzi¢ do przesunigcia faz cyklu komorkowego.
Przeprowadzone pomiary nie wykazaly zmian w rozktadzie faz cyklu komorkowego,
niezaleznie od preinkubacji z EGT badz tez inkubacji z LPS (Ryc. 32). Dane literaturowe
dostarczaja informacji o zdolno$ci LPS do modulacji przebiegu cyklu komorkowego
np. w zréznicowanych mysich neuronach [181] czy makrofagach [182]. Z wykorzystaniem
makrofagéw przeprowadzono badania, ktére sugeruja wptyw EGT na odpowiedz
immunologiczng na poziomie pojedynczej komorki jak i calego organizmu. 24-godzinna
preinkubacja z 10 mmol/dm®* EGT chroni ludzkie makrofagi przed wyrzutem RFT
indukowanym przez LPS [99]. Immunozalezny mechanizm dziatania EGT zauwazyli takze
Yoshida i wsp. [183], ktorzy wskazali na uzytecznos¢ EGT jako substancji wspomagajace;j
immunoterapi¢ nowotworow. EGT (500 pg/dziennie) podawana myszom przed
zastosowaniem immunoterapii zlozonej z owalbuminy (OVA) i Pam2CSK4 wzmacnia
dzialanie immunoterapii $rednio dwukrotnie. Ponadto EGT prowadzi do znacznego
podwyzszenia st¢zenia [IFN-y/TNF-o w limfocytach CD8" CD3* pobranych z wngtrza guza
nowotworowego. EGT powoduje inhibicje makrofagow zwigzanych z guzem

nowotworowym, stanowigcych jedno z glownych wyzwan podczas stosowania
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immunoterapii zaleznej od aktywacji proliferacji cytotoksycznych limfocytow T. W grupie
otrzymujacej EGT odnotowano takze nadekspresj¢ indukowalnej syntazy tlenku azotu
(iNOS). Wysoki poziom iNOS jest markerem prognostycznym wskazujagcym na dtuzsze
przezycie pacjentow onkologicznych [184]. Powyzsze dane wskazuja na mozliwo$¢
wykorzystania EGT w terapiach przeciwnowotworowych oraz ponownie zwracaja uwage
na modulacj¢ wewnatrzkomorkowego cyklu tlenku azotu.

Traktowanie hepatocytow endotoksyna jaka jest LPS prowadzi do znacznego obnizenia
poziomu metalotionein wzgledem wartosci kontrolnych (Ryc. 33). Taka zalezno$¢ moze
oznacza¢, ze RFT uwolnione na drodze toksycznego dziatania LPS-u spowodowaty
utlenienie znacznej ilosci grup tiolowych na resztach cysteinowych endogennych
metalotionein. Z kolei preinkubacja komoérek z EGT wywotata efekt ochronny poprzez
czesciowe zahamowanie utleniania metalotionein w komorkach. Sugeruje to, ze EGT
obecna w komoérkach zmiatata powstajace RFT z ktorymi w przeciwnym razie
zareagowatyby endogenne metalotioneiny. GSH jest niezbedne do regeneracji EGT, ktore
ulega utlenieniu w cyklu redukcji EGT. Nizszy wykryty w tescie poziom metalotionein moze
by¢ takze zwigzany z modulacja aktywno$ci procesow odpowiedzialnych za degradacje
biatek. Aby to sprawdzi¢ przeprowadzono pomiar aktywnosci autofagii. W celu oceny
zdolnosci ergotioneiny do modulacji procesu autofagii przeprowadzono do$wiadczenie
z wykorzystaniem monodansylokadaweryny (MDC), barwnika wnikajacego do wnetrza
komorek i lokalizujacego si¢ w wakuolach autofagowych (Ryc. 34). Uzyskane dane
sugeruja, ze EGT skutecznie hamuje proces autofagii w komoérkach HepG2.

Doniesienie o mozliwosci wykorzystania EGT w terapiach przeciwnowotworowych
zainspirowato mnie do przeprowadzenia doswiadczen z wykorzystaniem lekéw o dzialaniu
cytostatycznym. Leki cytostatyczne sg to zwigzki o zr6znicowanym mechanizmie dzialania,
co umozliwia dobor odpowiedniego zestawu chemioterapeutykow do specyfiki leczonego
nowotworu. Doksorubicyna (Dox) interkaluje do jadrowego DNA powodujac jego
uszkodzenie oraz inhibicj¢ topoizomerazy II, zaburzajac tym samym cykl komorkowy
i hamujac podzialy komorkowe [185]. Podobne dzialanie wykazuje cisplatyna (CisPt)
tworzaca addukty z jadrowym DNA [186].

Komorki linii HepG2 poddano dziataniu wybranym chemioterapeutykom, wsrod ktorych
znalazty si¢: doksorubicyna, cisplatyna, etopozyd, winkrystyna, metotreksat i mitoksantron.
Preinkubacja komérek HepG2 z EGT wykazata modulacj¢ przezywalnosci hodowli tylko po
inkubacji z Dox i CisPt (Ryc. 35). 72-godzinna inkubacja z Dox w stezeniu 300 nmol/dm?

obnizyla przezywalno$¢ komorek linii HepG2 o niespetna 60%, a zastosowanie preinkubacji
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z EGT w stezeniu 50 umol/dm? spowodowato obnizenie dziatania cytotoksycznego Dox
(Ryc. 35A). EGT w zalezno$ci od st¢zenia hamuje dzialanie cytostatyczne CisPt (Ryc. 35B).

Przeglad literatury w poszukiwaniu danych o toksycznos$ci lekow cytostatycznych na
komorki linii HepG2 jest utrudniony z uwagi na powszechny w publikacjach brak informacji
na temat stezenia D-glukozy w pozywce hodowlanej. Utrzymywanie komoérek w stanie
hiperglikemii prowadzi do znacznych zmian tempa metabolizmu, aktywnoS$ci
mitochondriow, modulacji szlakéw sygnalizacyjnych itd. Dlatego tez prowadzac hodowle
komorek HepG2 w pozywce zawierajacej 25 mmol/dm?® D-glukozy, nalezy mie¢ na uwadze
jej wptyw na funkcjonowanie komorek, w szczegdlnosci metabolizm, gdyz zalezy on od
zawartosci glukozy 1 insuliny w pozywce [187]. Nadal niestety w wigkszosci czasopism
naukowych nie zwraca si¢ uwagi na konieczno$¢ wpisania informacji o st¢zeniu glukozy
w pozywce, uniemozliwiajac wykorzystanie danych w celu poréwnawczym. Na podstawie
wlasnego dos$wiadczenia laboratoryjnego, przeprowadzonych badan pilotazowych oraz
danych literaturowych stwierdzam, ze komorki linii HepG2 hodowane w pozywce
o wysokim stezeniu D-glukozy (25 mmol/dm?®) wykazuja wiekszg oporno$¢ na dziatanie
lekow cytostatycznych od komodrek hodowanych w pozywce o fizjologicznym st¢zeniu
(5 mmol/dm?) D-glukozy [188]. Przyktadowo, hodowla komorek linii HepG2 utrzymywana
w pozywce zawierajacej 25 mmol/dm?® D-glukozy, po 24 godzinach inkubacji z Dox
(80 umol/dm?) osigga 50% przezywalno$¢ wzgledem komorek kontrolnych [188]. Zblizona
jest toksyczno$¢ CisPt wzgledem komorek linii HepG2 hodowanych w pozywce
wysokoglukozowej — chemioterapeutyk w stezeniu 80 umol/dm® obniza przezywalno$é
0 50% po 24-godzinnej inkubacji [189]. Poréwnujac te dane z wartosciami dla komorek
HepG2 hodowanych w pozywce o niskiej zawartosci glukozy (Ryc. 35) mozna zauwazy¢
duza rozbiezno$¢ stezen.

Toksyczno$¢ chemioterapeutykéw zalezy rowniez m.in. od aktywnosci systemow
eksportujacych ksenobiotyki na zewnatrz komorki. Biatka odpowiedzialne za eksport
ksenobiotykoéw naleza do rodziny transporterow ABC (ATP-binding cassette). Rodzina
biatek ABC to grupa wielodomenowych bialek blonowych wykorzystujaca energi¢ z ATP
do przenoszenia ksenobiotykdw i substratow fizjologicznych w poprzek btony komoérkowe;.

Substratami transporteréw ABC sg np. leki cytostatyczne, barwniki, niesterydowe leki
przeciwzapalne itd. Biatka z rodziny ABC s3 odpowiedzialne za powstawanie tzw. zjawiska
opornosci wielolekowej (multidrug resistance; MDR), polegajacego na obnizaniu
skuteczno$ci chemioterapii w zalezno$ci od aktywno$ci i1 poziomu transporteroOw

odpowiadajacych za wyrzut ksenobiotykéw z komorek. Biatka zwigzane ze zjawiskiem
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MDR to m.in. ABCB1, ABCC1 i ABCC2 (multidrug resistance protein) oraz ABCG2 [190].
Dane literaturowe wskazuja, ze Dox jest transportowana gtownie przez transporter ABCB1
[191] natomiast za transport CisPt odpowiadaja gtownie ABCC1[192] 1 ABCC2 [193,194].

Ekspresja genéw kodujacych transportery ABC moze by¢ modulowana przez szereg
czynnikow takich jak stany chorobowe czy substancje pochodzenia egzogennego. W celu
sprawdzenia czy EGT wykazuje zdolno$¢ do modulacji aktywnosci transporteréw ABC
przeprowadzono testy funkcjonalne aktywnos$ci wybranych biatlek ABC.

W celu oceny aktywnosci ABCBI przeprowadzono test akumulacji kalceiny
w komorkach HepG2 (Ryc. 36). W celu zahamowania aktywnosci transportera ABCB1 do
polowy préobek dodano werapamil, ktory jest inhibitorem tego biatka [195]. Komorki
traktowane werapamilem osiagnety wartosci fluorescencji nizsze od probek kontrolnych,
co oznacza, ze werapamil spowodowat mniejszg akumulacj¢/szybszy transport na zewnatrz
kalceiny w poréwnaniu do proby kontrolnej. Zgodnie z wyktadnig literatury przedmiotu
zastosowanie werapamilu powinno spowodowa¢ wigksza akumulacj¢ barwnika
w komorkach, gdyz powoduje on inhibicj¢ transportera ABCBI1. Jednym z wyjasnien
obserwowanych danych moze by¢ sekwestracja barwnika w  strukturach
wewnatrzkomorkowych.

24-godzinna preinkubacja z EGT niezaleznie od st¢zenia spowodowata istotne obnizenie
akumulacji kalceiny wzgledem komorek proby kontrolnej. Probki preinkubowane z EGT
i traktowane werapamilem wykazaly najnizsze wartos$ci fluorescencji ze wszystkich
badanych wariantow. Nizszy poziom akumulacji barwnika po traktowaniu komorek EGT
sugeruje, ze EGT indukuje synteze biatek odpowiedzialnych za eksport kalceiny badz
W sposob posredni przyczynia si¢ do zwigkszenia ogolnej aktywnosci transporteréw ABC
w komorkach HepG2. Mozliwe, ze EGT powoduje zwigkszenie poziomu ABCBI.
Obliczone warto$ci netto fluorescencji potwierdzaja wptyw EGT na proces transportu
ksenobiotykdw na zewnatrz komorki.

Oceng aktywnosci transportera ABCC1 przeprowadzono na drodze pomiaru
funkcjonalnego z wykorzystaniem metody cytofluorymetrycznego pomiaru kinetyki
akumulacji 1 wyptywu barwnika Fluo3-AM z komorek HepG2 (Ryc.37). W celu
zahamowania aktywnosci transportera ABCC1 wykorzystano selektywny inhibitor MK571.
Probki traktowane inhibitorem MK 571 osiggaly wyzsze wyniki intensywnosci fluorescenc;i,
co przeklada si¢ na wyzszy wewnatrzkomorkowy poziom Fluo3. Stosunek importu do
eksportu barwnika w komorkach nietraktowanych inhibitorem MKS571 zaczat male¢ po

20 minutach pomiaru. Szybko$¢ wyptywu byla wyraznie wyzsza w komorkach
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nietraktowanych inhibitorem MK571 w poréwnaniu do komorek, ktore traktowano
inhibitorem MKS571. Poréwnanie wynikoOw netto powierzchni pod krzywa sugeruje,
ze mozliwa jest modulacja kinetyki akumulacji i wyplywu barwnika Fluo3-AM
w komorkach traktowanych EGT. W celu potwierdzenia tego zjawiska przeprowadzono
doswiadczenie z wykorzystaniem barwnika BCECF-AM.

Dos$wiadczenie z wykorzystaniem barwnika BCECF-AM wykazato, ze komorki
kontrolne wyladowywaly barwnik najszybciej w pordwnaniu do innych prob z uktadu
doswiadczalnego (Ryc. 38). Zastosowanie inhibitora MK571 obnizyto szybkos$¢ eksportu
BCECF a takze przesungto granice maksymalnego poziomu akumulacji w komodrkach. Aby
porownac kinetyke wyptywu obliczono powierzchni¢ pod krzywa netto dla prob w uktadzie
do$wiadczalnym. Przeprowadzone obliczenia sugerujg, ze EGT w stezeniu 50 umol/dm?
moduluje aktywno$¢ transportera ABCC1.

Nastepnie przeprowadzono ocen¢ poziomu ekspresji genéw kodujacych biatka z rodziny
ABC, aby sprawdzi¢, czy obserwowane zmiany funkcjonalne sg wynikiem wyzszego
poziomu transporterdow w btonie czy indukcji ich aktywnosci. Ponizej przeprowadzono
krotka charakterystyke genow, ktore zgodnie z uzyskanymi wynikami ulegly modulacji
przez EGT.

ABCA2 to gen kodujacy transporter lipidéw odpowiedzialny za regulacj¢ homeostazy
cholesterolu i jego sekwestracje w po6znych endosomach lub lizosomach [196]. ABCA2
reguluje produkcje B-amyloidu poprzez modulacje¢ metabolizmu sfingolipidow lub na
drodze szlaku przetwarzania biatka prekursorowego B-amyloidu przez gamma-sekretaze
[197,198].

Transporter kodowany przez gen ABCCI, czyli ABCCl, jest odpowiedzialny za wyrzut
ksenobiotykéw z komoérki. Przyczynia si¢ do powstawania opornosci komorek
nowotworowych na chemioterapi¢ [199]. Poza tym uczestniczy w transporcie m.in. GSH
i leukotrienu C4 [200] co moze $wiadczy¢ o udziale ABCCl1 w odpowiedzi
immunologicznej poprzez eksport leukotrienu C4 z komoérek go syntetyzujacych [201].

Transporter ABCC6 pelni funkcje ATP-zaleznego eksportera ksenobiotykow
1 koniugatow GSH, takich jak leukotrien C4 [202]. Pomimo przynalezno$ci do podrodziny
C, transporter ABCC6 nie wykazuje duzego powinowactwa wzgledem
chemioterapeutykow, nadajac komoérkom niewielka oporno$¢ na etopozyd, tenipozyd,
antracykliny i cisplatyng [202].

Ostatni z genéw, ktére ulegly indukcji pod wptywem EGT, to gen kodujacy biatko
ABCCI11 eksportujace fizjologiczne metabolity oraz ksenobiotyki [203]. Co ciekawe,
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ABCCI1 pehi funkcje¢ transportera wypltywu cAMP i ¢cGMP, powodujac tym samym
zwigkszenie odpornosci komoérek na dziatanie cytostatykdw o strukturze analogow
cyklicznych nukleotydow np. 5’-fluorouracyl, 5’-fluoro-2’-deoksyurudyna czy fluoro-5’-
deoksyurydyna [204]. ABCCI11 jest réwniez fizjologicznym transporterem kwasow
z6tciowych 1 steroidow [205].

EGT spowodowata réwniez represje niektorych genéw: ABCB6, ABCC5 1 ABCF3. Biatko
ABCB6 odpowiedzialne jest za transport porfiryn z cytoplazmy do przestrzeni
migdzykomodrkowej [206]. Kiss i wsp. [207] wykazali obecnos¢ ABCB6 w endolizosomach
oraz dojrzewajacych erytrocytach. ABCB6 moze petli¢ rol¢ importera w blonie
mitochondrialnej, transportujac porfiryny z cytoplazmy do wngtrza mitochondrium
1 przyczyniajac si¢ tym samym do modulacji biosyntezy hemu de novo [208]. W warunkach
in vitro nadekspresja ABCB6 prowadzi do zwigkszenia odpornosci komorek na metale
cigzkie (np. arsen, kadm) i cytostatyki (np. 5’-fluorouracyl, winkrystyna) [209-211].

Transporter ABCCS5 transportuje zwigzki pochodzenia endogennego i ksenobiotyki.
In vitro ABCCS transportuje cAMP i cGMP oraz kwas foliowy [212]. Wykazano réwniez,
ze w warunkach in vitro ABCCS5 transportuje niektore cytostatyki (np. metotreksat) oraz
analogi nukleotydow, jednakze z bardzo niskim powinowactwem do tych czasteczek
[213,214]. Petni funkcje transportera hemu dokonujac translokacji hemu z cytozolu do jego
szlaku wydzielniczego [215].

Natomiast transporter ABCF3 jest bardzo slabo poznanym bialkiem. Badania
przeprowadzone na wyizolowanym i oczyszczonym biatku ABCF3 wykazaty, Ze posiada on
dwie domeny wigzace ATP o ré6znym stopniu powinowactwa do substratu [216]. Aktywno$¢
ABCF3 ulega indukcji w obecnos$ci lipidow takich jak sfingozyna, sfingomielina, czy
lizofosfatydylocholina. Z kolei cholesterol powoduje inhibicj¢ aktywnos$ci biatka ABCF3.

Komorki HepG2 wyro6zniajg si¢ na tle innych linii komoérkowych wysoka konstytutywna
ekspresja biatka ABCC1 [217]. Zastosowanie preinkubacji komorek z EGT spowodowato
indukcje ekspresji genu ABCCI (Ryc. 38). W celu dodatkowej weryfikacji zdolnosci EGT
do modulacji ekspresji genu ABCC1 przeprowadzono do$§wiadczenia metoda western blot.
Uzyskane dane potwierdzily wyniki analizy PCR (Ryc. 39A). Sugeruje to wigc,
ze traktowanie komorek EGT w stezeniu 50 pmol/dm? powoduje nadekspresje genu ABCCI
skutkujaca indukcja syntezy biatka ABCCI1. Wskazuja na to réwniez wyniki testow
funkcjonalnych (Ryc. 37-38), w ktorych komorki traktowane EGT wykazywaly wyniki

odmienne od komoérek kontrolnych. Nie zaobserwowano zmian w poziomie biatka ABCC2
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po preinkubacji z EGT. Uzyskane wyniki sugeruja istnienie zalezno$ci pomig¢dzy
preinkubacja komoérek z EGT a poziomem biatka ABCCI.

Wewnatrzkomoérkowy wolny NO wykazuje wysokie powinowactwo wzgledem jonow
zelaza [218]. Wykazano, ze w uktadach komoérkowych NO tworzy przejsciowe kompleksy
z zelazem 1 GSH [219]. Wspomniane kompleksy ztozone sg z dwoch czasteczek NO, atomu
zelaza, dwoch atomow siarki z reszt tiolowych 1 aminokwaséw lub niewielkich peptydow,
ktore sg donorem grupy tiolowej. Te kompleksy nosza nazwe kompleksow dinitrozylo-
ditiolo-zelazowych (DNIC) [220]. Donorem grupy tiolowej w uktadach biologicznych jest
najczesciej glutation lub cysteina. Kompleksy DNIC opisywane sa w literaturze przedmiotu
jako nietoksyczna i stabilna forma przechowywania tlenku azotu [221]. W tej formie okres
pottrwania NO z sekund wydluza si¢ do godzin a powstawanie kompleksow jest
bezposrednio zalezne od poziomu O; [222]. Egzogenne zwiazki o dziataniu chelatujagcym
moga prowadzi¢ do degradacji DNIC, tym samym prowadzac do uwolnienia NO i m.in.
aktywacji apoptozy [223]. EGT wykazuje, jak wspomniano wcze$niej, wiasciwosci
chelatujace. Moze to stanowi¢ wyjasnienie mechanizmu EGT, ktory poprzez dziatanie
chelatujace kompleksuje jon Zelaza znajdujacy si¢ w centrum kompleksu i kieruje DNIC
do degradacji, prowadzac do uwolnienia NO. Jest to o tyle istotne, ze DNIC sg gléwna
dostepna formg NO w komorkach [222], wiec zaburzenie szlaku DNIC prowadzi¢ moze
do szeregu zmian w komorce.

Zgodnie z danymi literaturowymi, NO-zalezny eksport jonow Zelaza z komérek wymaga
obecno$ci GSH oraz nakladow energii [224]. Kompleksy DNIC w komorkach
nowotworowych transportowane s3 przez ABCCI, transporter wykazujacy wysokie
powinowactwo do GSH [225]. Komorki linii HepG2 traktowane EGT wykazuja modulacje
indukcji genu ABCC1 i poziomu biatka ABCCI (Ryc. 38-39). Wyciszenie genu ABCCI lub
zastosowanie inhibitora MKS571 powoduje inhibicj¢ wyrzutu DNIC 1 jego
wewnatrzkomoérkowa akumulacje [226]. Co wigcej, kinetyka eksportu DNIC jest zalezna od
ekspresji genu kodujacego transporter ABCC1 [227]. Mozna wiec przyjac, ze obserwowana
modulacja ekspresji niektérych gendéw kodujacych transportery ABC, w szczego6lno$ci
transportera ABCC1, jest wynikiem oddzialywania EGT na kompleksy DNIC. Prowadzi to
do uwolnienia NO 1 przylaczonych do zelaza ligandow tiolowych. Uwolniony NO moze
prowadzi¢ do modulacji szlaku cGMP na drodze przytaczania si¢ do grupy hemowej cyklazy
guanylowej [218], prowadzac do aktywacji syntezy cGMP [228].

Proces fizjologicznego powstawania DNIC w hepatocytach nie jest do konca jasny.

Zaproponowano, ze DNIC moga powstawa¢ w wyniku katalizowanej przez NO chelatacji
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jonow zelaza pochodzacych z ferrytyny lub transferryny [229]. Mechanizm zaklada
przechwyt jondw zelaza przez NO po degradacji transferryny w endosomach [230] badz
ferrytyny w lizosomach [231]. Badania potwierdzaja, ze nie tylko degradacja lizosomalna
ferrytyny, ale wszystkich metaloprotein umozliwia NO przechwycenie uwolnionego zelaza
[232]. Koreluje z tym poziom metalotionein, ktory ulegt obnizeniu po traktowaniu komorek
HepG2 EGT (Ryc.26). Intrygujace natomiast jest dziatanie EGT w komorkach
traktowanych LPS, gdyz traktowanie komoérek LPS powoduje obnizenie stezenia
metalotionein (Ryc. 33A) podczas gdy traktowanie preinkubowanych z EGT komorek LPS
zapobiega obnizeniu poziomu metalotionein. Mozliwe, ze jest to wynik dziatania stresu
oksydacyjnego indukowanego przez LPS. Poziom metalotionein spada, gdyz reaguja one
z wytworzonymi przez LPS RFT/RFA. Natomiast gdy komorki sg preinkubowane z EGT
to zapobiega ona indukcji stresu oksydacyjnego oraz generacji RFT/RFA.

VIII. Podsumowanie

Przedstawione w niniejszej dysertacji wyniki wskazuja nowe, dotychczas niepoznane
drogi dziatania ergotioneiny w komorkach nerwiaka zarodkowego oraz raka
watrobowokomoérkowego.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze w warunkach in vitro ergotioneina jest
dobrym zwigzkiem o dziataniu antyoksydacyjnym. Ergotioneina nie ulega reakcjom
charakterystycznym dla tioli z uwagi na wyst¢gpowanie ugrupowania tiomocznikowego na
pierscieniu imidazolowym. Dziata takze w warunkach niskiego pH oraz nie ulega reakcji
z jonami chromu.

W komorkach linii SH-SYSY ergotioneina wykazata dziatanie chronigce komorki przed
$miercig indukowana przez nadtlenek wodoru, tlenek azotu i nadtlenki organiczne.
W niskich stezeniach (ponizej 125 pmol/dm?) ergotioneina nie powoduje generacji
reaktywnych form tlenu. Ergotioneina wykazuje dziatanie antyoksydacyjne. Chroni komorki
linii SH-SYSY przed indukcja stresu oksydacyjnego wywolywanego przez modelowe
zwigzki utleniajace.

Zastosowanie preinkubacji komorek =z ergotioneing 1 traktowanie niektorymi
oksydantami prowadzi do wzmocnienia generacji reaktywnych form tlenu. Ergotioneina
wykazuje wiec interakcje¢ ze zwigzkami o dziataniu utleniajacym.

Wykazano, ze ergotioneina dziata antyapoptotycznie na komorki linii SH-SYSY,
zapobiegajac aktywacji procesu apoptozy indukowanej przez zwiazki o dzialaniu

oksydacyjnym. Ponadto, wykazuje takze dzialanie antyapoptotyczne wzgledem indukcji
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apoptozy niezaleznie od stresu oksydacyjnego. W wyzszych stezeniach (200 pmol/dm?)
prowadzi do obnizenia wewnatrzkomorkowego poziomu ATP i nie wplywa na cykl
komorkowy.

Ergotioneina prowadzi takze do obnizenia ilo$ci wewnatrzkomorkowych wakuol
autofagowych, co moze sugerowac represje¢ procesu autofagii przez ergotioneing.
W komorkach linii SH-SYSY wykazuje rowniez dziatanie modulujace szlak GSK3 oraz
przejscie epitelialno-mezenchymalne. Prowadzi do indukcji kinazy mTOR oraz repres;ji
poziomu biatek ZO1 i ZEBI. Odnotowano réwniez wplyw ergotioneiny na poziom
fosforylacji inhibicyjnej biatek GSK3f oraz ULK]1.

Zastosowanie suplementacji ergotioneing w komorkach linii HepG2 wykazata, Ze zakres
stezenia toksycznego ergotioneiny silnie zalezy od modelu badawczego. Dla komorek linii
HepG2 dobrano stezenia ergotioneiny rowne 25 i 50 pmol/dm?. Ergotioneina wykazata
potencjat cytoprotekcyjne 1 antyoksydacyjny réwniez wzglgdem komorek linii HepG2.
Jednakze w odroznieniu od linii SH-SYSY, preinkubacja z ergotioneing spowodowala
w komorkach linii HepG2 indukcje tlenku azotu oraz redukcje endogennego poziomu
reaktywnych form tlenu. Wspiera to teori¢ na temat dzialania antyoksydacyjne ergotioneiny.
Suplementacja komorek ergotioneing potwierdzita takze tez¢ o cytoprotekcyjnym dziataniu
ergotioneiny — wykazano, ze ergotioneina ogranicza spadek przezywalno$ci spowodowany
dziataniem niektorych chemioterapeutykow w komorkach linii HepG2.

Ergotioneina wykazata takze dziatanie antyoksydacyjne wzgledem endotoksyny jaka jest
lipopolisacharyd. Ergotioneina w komorkach linii HepG2 wykazywata dziatanie ochronne
wzgledem niektérych lekdw przeciwnowotworowych na drodze indukcji ekspresji genu
ABCCI. Otrzymane dane doprowadzity do sformutowania wniosku, Ze ergotioneina reaguje
z wewnatrzkomérkowymi kompleksami dinitrozylo-ditiolo-zelazowymi, powodujac
skompleksowanie jonu Zelaza i uwolnienie tlenku azotu.

Synteza uzyskanych danych wskazuje, ze ergotioneina, z uwagi na zdolno$¢
do chelatowania jonéw metali w komorkach eukariotycznych, indukuje sygnalizacj¢ zalezng
od tlenku azotu. Ergotioneina uwalnia tlenek azotu z kompleksow DNIC prowadzac
do aktywacji szeregu szlakow sygnalizacji wewnatrzkomoérkowej zaleznej od tlenku azotu.
Prowadzi to do nadekspresji biatka opornosci wielolekowej ABCC1, modulacji poziomu
biatkka ZO1 odpowiadajagcego za polaczenia migdzykomorkowe oraz czynnika
transkrypcyjnego ZEB1 aktywujacego przejscie EMT. Ergotioneina prezentuje réwniez
dziatanie antyapoptotyczne, antyoksydacyjne i zapobiegajace dziataniu cytotoksycznemu

wywotanemu przez stres oksydacyjny i niektore leki przeciwnowotworowe.
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IX. Streszczenie

Ergotioneina jest jednym z wielu zwigzkéw pochodzenia naturalnego, ktore wykazuja
dziatanie prozdrowotne w organizmach eukariotycznych. Kategoryzowana jest w gronie
nutraceutykow ze wzgledu na dziatanie antyoksydacyjne, zdolno$¢ do chelatowania jonow
metali i wykazane dziatanie cytoprotekcyjne. Dodatkowo, ergotioneina charakteryzuje si¢
aktywnym transportem do wnetrza komoérek, wysoka biodostepnoscia oraz niskim stopniem
wydalania z organizmu, co wynika z jej cyklicznej regeneracji, zaleznej od glutationu.
Ergotioneina wykazuje obiecujace dziatanie neuroprotekcyjne wobec ludzkich komorek
nerwowych, cho¢ mechanizm tego dziatania nie jest jeszcze w pelni zrozumiany. W zwigzku
z tym, celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto sformutowanie odpowiedzi na hipoteze
zakladajaca, ze ergotioneina moze indukowaé efekt neuroprotekcyjny, pelnigc rolg
czasteczki sygnatowe;.

Przeprowadzono badania oceniajace potencjal antyoksydacyjny ergotioneiny
w warunkach in vitro. Do$wiadczenia prowadzono na ludzkich komoérkach nerwiaka
zarodkowego linii SH-SY5Y, ktore byly inkubowane z ergotioneing i poddawane dzialaniu
zwigzkow utleniajacych. Wykazano, ze traktowanie komorek linii SH-SYSY ergotioneing
prowadzi do modulacji biatek markerowych przejscia epitelialno-mezenchymalnego oraz
szlaku zaleznego od kinazy mTOR. Dodatkowo, ergotioneina wptywa na szybko$¢
fosforylacji biatek p-GSK3p (Ser9) i p-ULK1 (Ser758).

W  ramach badan przeprowadzono takze ocen¢ wlasciwosci ochronnych
1 sygnalizacyjnych ergotioneiny w komorkach raka watrobowokomorkowego linii HepG2.
Preinkubacja komoérek HepG2 z ergotioneing prowadzita do indukcji generacji tlenku azotu.
Co istotne, preinkubacja komorek linii HepG2 z ergotioneing prowadzita do modulacji
odpowiedzi komoérek na dziatanie lipopolisacharydu. Przeprowadzone pomiary
funkcjonalne 1 ocena poziomu bialek opornosci wielolekowej wykazaty zwigzek pomiedzy
tlenkiem azotu a biatkami ABCB1 i ABCCI1. Wnioski ptynace z tych badan wskazuja, ze
ergotioneina, dzigki zdolno$ci do chelatowania jonéw metali, jest w stanie uwolni¢ tlenek
azotu z kompleksow dinitrozo-ditiolo-zelazowych, co skutkuje aktywacja szlakow
sygnalizacji zaleznych od tlenku azotu.

Podsumowujac, ergotioneina wykazuje dziatanie antyapoptotyczne, antyoksydacyjne
1 zdolno$¢ do zapobiegania dzialaniu cytotoksycznemu, ktore jest wywotane stresem
oksydacyjnym oraz niektérymi lekami przeciwnowotworowymi. Jej zdolno$¢ do
chelatowania jonow metali umozliwia modulacj¢ szlakow przekaznictwa sygnatow

zaleznych od tlenku azotu, co sugeruje obiecujacy potencjat tego zwigzku w kontekscie
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dziatan prozdrowotnych. Ergotioneina moze wigc petnié role czasteczki sygnatowej m.in.
poprzez posrednig modulacje aktywnosci szlakéw sygnalizacyjnych zaleznych od tlenku

azotu.
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X. Summary

Ergothioneine is one of compounds of natural origin that show health-promoting effects
in eukaryotic organisms. It has been categorized as a nutraceutical, due to its antioxidant
activity, ability to chelate metal ions and cytoprotective activity. In addition, ergothioneine
is characterized by active transport into cells, high bioavailability, and low excretion from
the body, because it can be regenerated in a glutathione-dependent cycle. Ergothioneine
shows promising neuroprotective effects against human nerve cells, although the mechanism
of this action is not yet fully understood. Therefore, the aim of this dissertation was to answer
the hypothesis that ergothioneine can induce a neuroprotective effect by acting as a signaling
molecule. Firstly, the antioxidant potential of ergothioneine under in vitro conditions has
been evaluated. The, the experiments were conducted on human embryonal neuroblastoma
cells of the SH-SYSY cell line, which were incubated with ergothioneine and treated with
compounds that induce oxidative stress. Treatment of SH-SYSY cells with ergothioneine led
to modulation of marker proteins of the epithelial-mesenchymal transition and the mTOR
kinase-dependent pathway. In addition, ergothioneine affected the rate of phosphorylation
of p-GSK3p (Ser9) and p-ULK1 (Ser758) proteins. The study also evaluated the protective
and signaling properties of ergothioneine in hepatocellular carcinoma cells of the HepG2
lineage. Preincubation of HepG2 cells with ergothioneine led to induction of nitric oxide
generation. Importantly, preincubation of HepG2 cells with ergothioneine led to modulation
of the cellular response to lipopolysaccharide. Functional measurements and evaluation of
the level of multidrug resistance proteins showed a link between nitric oxide generation and
ABCBI1 and ABCCI1 proteins level. These indicates that ergothioneine, due to its ability to
chelate metal ions, is able to release nitric oxide from dinitroso-dithiol-iron complexes,
resulting in the activation of nitric oxide-dependent signaling pathways.

In summary, ergothioneine exhibits anti-apoptotic, antioxidant activity and the ability to
prevent cytotoxic effects that are induced by oxidative stress and some anticancer drugs.
Its ability to chelate metal ions enables modulation of nitric oxide-dependent signal
transduction pathways, suggesting the promising potential of this compound in the context
of health-promoting activities. Ergothioneine may thus act as a signaling molecule via

indirect modulation of the activity of nitric oxide-dependent signaling pathways.
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