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Streszczenie w jezyku polskim

Ekspozycja na pyly miejskie (PM) moze prowadzi¢ do szeregu negatywnych
konsekwencji zdrowotnych, takich jak kaszel, trudnosci w oddychaniu, zaostrzenie astmy czy
uszkodzenie nablonka ukladu oddechowego. Ostatnie dane wskazuja, ze mitochondria sg
miejscem akumulacji PM. Wczesniej wykazano, ze mitochondria pemig role w apoptotycznej
transdukcji sygnatu, co stato si¢ punktem wyj$cia do badania strategii cytoprotekcyjnych.

Mitochondria to organelle komérkowe pelnigce szereg waznych funkeji, takich jak
synteza ATP, regulacja procesow $mierci komorkowej, produkcja reaktywnych form tlenu oraz
udzial w regulacji st¢zenia jonéw wapnia w komoérce. Dodatkowo, w wewnetrznej blonie
mitochondrialnej znajduja si¢ selektywne kanaly jonowe, w tym mitochondrialny kanat
potasowy o duzym przewodnictwie aktywowany wapniem (kanat mitoBKc.). Zaobserwowano,
ze aktywacja tego kanatu prowadzi do odpowiedzi cytoprotekcyjnych, co udokumentowano
m.in. w kardiomiocytach i neuronach. I tutaj, pojawia si¢ pytanie, czy aktywacja
mitochondrialnych kanaléw potasowych ma znaczenie w cytoprotekcji komérek nablonka
oddechowego, szczegdlnie w przypadku uszkodzen wywolanych przez pyly miejskie.

Badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej koncentrowaly si¢ na analizach
elektrofizjologicznych, biochemicznych oraz biofizycznych, ktére dotyczyly charakterystyki
kanati mitoBK ¢, oraz efektow fizjologicznych wywotanych przez jego aktywatory i inhibitory.
Wykorzystano takze techniki eksperymentalne do okreslenia mechanizmdéw uszkodzenia
komorek przez pyty miejskie. Celem pracy bylo okreslenie roli mitochondrialnego kanatu BK ¢,
w fizjologii komoérek nablonka oddechowego oraz analiza jego roli w uszkodzeniach komérek
tych wywotlanych przez PM. Hipotezy pracy zakladaty, ze mitochondrialny kanat BK ¢, pelni
istotng role w fizjologii komérek nablonka oddechowego, a jego aktywacja inicjuje procesy
ochronne w efekcie uszkodzen wywolanych przez pyly miejskie.

Pierwsza czgs¢ pracy zawiera seri¢ do§wiadczen przeprowadzonych z uzyciem techniki
patch-clamp. Wykazano aktywacje¢ kanatu mitoBKc. w komérkach HBE WT po podaniu
kwercetyny oraz jego hamowanie po zastosowaniu syntetycznego inhibitora — Penitremu A.
Analog kwercetyny — izoramnetyna — nie zmienil aktywnosci kanatu. Kolejne eksperymenty
wykazaly wzrost zuzycia tlenu przez komérki HBE WT po podaniu kwercetyny oraz
syntetycznego aktywatora kanatu BKc. — NS11021. Wykazano, Ze ten wzrost jest zwigzany
z aktywacjg kanalu mitoBKc,, a penitrem A odwracal ten efekt. Mechanizm tego zjawiska
tlumaczy si¢ zwigkszonym naptywem potasu do macierzy mitochondrialnej, co prowadzi do
czgSciowego rozproszenia potencjatu mitochondrialnego i zwigkszonej aktywnoéci lahcucha
transportu elektronéw. Potwierdzono ten mechanizm, mierzac potencjal mitochondrialny przy
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uzyciu sondy fluorescencyjnej rodaminy 123. Okazato si¢, ze kwercetyna zmniejszala potencjat
btony mitochondrialnej w sposob zalezny od steZenia.

Dalsze badania oddychania komoérkowego wykazaly, ze pyly miejskie powaznie
upo$ledzajg funkcjonowanie mitochondriéw w komérkach uktadu oddechowego. W badaniach
biochemicznych stwierdzono rowniez wzrost poziomu reaktywnych form tlenu w komoérkach
HBE WT po ekspozycji na PM. Ten efekt byt czesciowo odwrocony w obecnosci kwercetyny,
lecz nie izoramnetyny. Ponadto, pomiar przeznablonkowego oporu elektrycznego (TEER),
ktory okresla zdolnoé¢ komorek nablonka do tworzenia szczelnej monowarstwy, wskazuje na
jego uszkodzenia po ekspozycji na PM. Ten efekt byt odwracany przy uzyciu aktywatora kanatu
BKc. — kwercetyny i hamowany w obecnos$ci penitremu A.

W kolejnej czgsci rozprawy przeprowadzono eksperymenty z wykorzystaniem nowe;j
wygenerowanej linii komorkowej (HBE AoBK) z delecja kanalu potasowego o duzym
przewodnictwie aktywowanego wapniem. Potwierdzono brak obecnosci kanalu w blonie
plazmatycznej oraz wewngtrznej blonie mitochondrialnej za pomoca techniki patch-clamp.
Badania szybko$ci zuzycia tlenu w komorkach HBE AoaBK wykazaly brak wplywu
kwercetyny. Przeprowadzono takze analizy, ktore wykazaty nizszy poziom przezywalnosci dla
komorek z delecjg kanatu. Z pomiaréw TEER wynikato rowniez, ze komorki z delecja miaty
obnizong zdolno$¢ do tworzenia szczelnej monowarstwy. Kontrola oddechowa wykazala, ze
komorki tej linii charakteryzowaty si¢ uposledzong funkcja mitochondriéw w poréwnaniu do
komérek HBE WT, co moze wynika¢ z obnizonej aktywnos$ci kompleksu IV lancucha
oddechowego w komoérkach HBE AoBK.

Otrzymane wyniki jednoznacznie wskazuja, Zze mitochondrialny kanat BKc. pehni
istotng funkcje w fizjologii komoérek nablonka oddechowego oraz jego aktywacja odgrywa

wazng rol¢ w ochronie tych komorek przed uszkodzeniami wywotanymi przez pyly miejskie.
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Streszczenie w jezyku angielskim

Exposure to particulate matter (PM) can lead to various negative health consequences,
including coughing, difficulty breathing, asthma exacerbations, and damage to respiratory
epithelial cells. Recent data indicate that mitochondria are the site of PM accumulation. It has
previously been demonstrated that mitochondria play a crucial role in apoptotic signal
transduction, making them a valuable starting point for investigating cytoprotective strategies.

Mitochondria are cellular organelles that perform several crucial functions, including
ATP synthesis, regulation of cell death processes, production of reactive oxygen species, and
control of calcium ion concentrations within the cell. Additionally, selective ion channels are
present in the inner mitochondrial membrane, including the mitochondrial large-conductance
calcium-activated potassium channel (mitoBKc.). Activation of this channel has been shown to
lead to cytoprotective responses, as documented in cardiomyocytes and neurons. And here, the
question arises whether activation of mitochondrial potassium channels is important for the
cytoprotection of respiratory epithelial cells, especially in the case of damage induced by
particulate matter.

The research conducted as part of the doctoral thesis focused on electrophysiological,
biochemical, and biophysical analyses related to the characterization of the mitoBK ca channel
and the physiological effects of its activators and inhibitors. Experimental techniques were also
employed to determine the mechanisms of cell damage caused by urban dust. The thesis aimed
to determine the role of the mitochondrial BKca channel in the physiology of respiratory
epithelial cells and to analyze its role in the damage caused by PM. The hypothesis assumed
that the mitochondrial BKc. channel plays a crucial role in the physiology of respiratory
epithelial cells, and its activation triggers protective processes in response to damage caused by
particulate matter.

The first part of the thesis includes a series of experiments using the patch-clamp
technique. Activation of the mitoBKca channel was demonstrated in HBE WT cells after the
administration of quercetin and its inhibition by the synthetic inhibitor Penitrem A. The
quercetin analogue — isorhamnetin — did not change channel activity. Further experiments
showed increased oxygen consumption in HBE WT cells after quercetin administration and
synthetic BKca channel activator NS11021. This increase was linked to mitoBKca channel
activation, and Penitrem A reversed this effect. The mechanism behind this phenomenon is
explained by an increased influx of potassium into the mitochondrial matrix, resulting in partial
dissipation of the mitochondrial membrane potential and enhanced electron transport chain
activity. This mechanism was confirmed by measuring mitochondrial potential using the
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fluorescent probe rhodamine 123. It was found that quercetin reduced the mitochondrial
membrane potential in a concentration-dependent manner.

Further studies of cellular respiration revealed that particulate matter severely impairs
mitochondrial function in respiratory cells. Biochemical studies also showed increased reactive
oxygen species levels in HBE WT cells after exposure to PM. This effect was partially reversed
in the presence of quercetin, but not isorhamnetin. Additionally, measurement of the
transepithelial electrical resistance (TEER), which determines the ability of epithelial cells to
form a tight monolayer, indicated damage to the cells after exposure to PM. This effect was
reversed by the BKc, channel activator quercetin and inhibited in the presence of Penitrem A.

In the next part of the thesis, experiments were carried out using a new generated cell
line (HBE AaBK) with deletion of the large-conductance calcium-activated potassium channel.
The absence of the channel in the plasma membrane and inner mitochondrial membrane was
confirmed using the patch-clamp technique. Oxygen consumption studies in HBE AaBK cells
showed no effect of quercetin. Cell survival analyses also demonstrated a lower survival rate in
the channel-deleted line. TEER measurements also indicated that cells with the deletion had
reduced ability to form a tight monolayer. Respiratory control revealed that cells from this line
exhibited impaired mitochondrial function compared to HBE WT cells, which may be attributed
to a decreased activity of complex IV in the electron transport chain of HBE AaBK cells.

The obtained results indicate that the mitochondrial BKc. channel plays a crucial role in
the physiology of respiratory epithelial cells, and its activation is important in protecting these

cells from damage caused by particulate matter.
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Indeks skrotow

AA
ADP
AP-1
ATP
ASICla

BKCa

BSA
CGS7184

COFI
COX
CRP
DMEM
DNA

EC
EGTA

ESCAPE

ETC

EPA

FBS
FeNO

FEV1

FVC
FCCP

IPF
HBE

antymycyna A (ang. antimycin A)

adenozyno-5'-difosforan (ang. adenosine-5'-diphosphate)
aktywator biatkowy 1 (ang. activator protein 1)
adenozyno-5’-trifosforan (ang. adenosine-5"-triphosphate)

kanatl jonowy wrazliwy na kwas 1a (ang. acid-sensing ion
channel la)

kanal potasowy regulowany jonami wapnia o duzym
przewodnictwie (ang. large conductance calcium -regulated K*
channel)

surowicza albumina bydl¢ca (ang. bovine serum albumin)
1-[[(4-chlorofenylo)amino]okso]-2-hydroksy-6-trifluorometylo-
1H-indolo-3-karboksylan  etylu  (ang.  ethyl  I-[[(4-
chlorophenyl)amino]oxo]-2-hydroxy-6-trifluoromethyl-1H-
indole-3-carboxylate)

badanie kohortowe dotyczace wiloknienia pluc (ang. cohorte
fibrose)

cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

biatko C-reaktywne (ang. C-reactive protein)

ptyn hodowlany Dulbecco's Modified Eagle's (ang. Dulbecco's
Modified Eagle's Medium)

kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid)
wegiel pierwiastkowy (ang. elemental carbon)

kwas etylenoglikol-O-O'-bis(2-aminoetyl)-N,N,N',N'
tetraoctowy (ang. ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-
N,N,N' N'-tetraacetic acid)

europejskie  badanie = kohortowe  dotyczace  skutkow
zanieczyszczenia powietrza (ang. european study of cohorts for
air pollution effects)

lahcuch transportu elektrondéw (ang. electron transport chain)
Amerykanska Agencja Ochrony Srodowiska (ang. US
Environmental Protection Agency)

plodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum)

frakcja wydychanego tlenku azotu (ang. fraction of exhaled nitric
oxide)

wymuszona objeto§¢ wydechowa pierwszosekundowa (ang.
forced expiratory volume in 1 second)

pojemnosé zyciowa pluc (ang. forced vital capacity)
p-trifluorometoksyfenylohydrazon cyjanku karbonylu (ang.
carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone)
samoistne wldknienie phuc (ang. idiopathic pulmonary fibrosis).
ludzkie komorki nablonka oskrzelowego (ang. human bronchial
epithelial cells)
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HEPES

HIF-1a

IbTx

IKCa

IMAC

JC1

KCNMAI
KCNMB1
KHE
LPS
MAPK

MCU

mitoBKca

mitoK

mitoK atp

MnSOD

mPTP

mtDNA

NADH

NMDAR

kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetanosulfonowy (ang. 4-
(2-hydroxyethyl)-1-piperazine ethanesulfonic acid)

czynnik indukowany hipoksja 1 alfa (ang. hypoxia-inducible
factor la)

iberiotoksyna (ang. iberiotoxin)

kanal potasowy o posredniej przewodnosci aktywowany przez
wapn (ang. intermediate-conductance  calcium-activated
potassium channel)

wewngtrzny mitochondrialny kanal anionowy (ang. inner
mitochondrial anion channel)
5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraetylo-
benzimidazolylokarbokyanina jodkowa, fluorescencyjna sonda
potencjalu blony mitochondrialnej (Aym) (ang. 5,5.6,6"-
tetrachloro-1,1', 3,3 -tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide, a fluorescent probe used to assess mitochondrial
membrane potential (Ayn))

gen kodujacy podjednostke o kanalu BKca (ang. gene encoding
the a subunit of the BKc. channel)

gen kodujacy podjednostke B1 kanatu BKca (ang. gene encoding
the f1 subunit of the BKca channel)

wymiennik potas/proton (ang. K*/H" exchanger)
lipopolisacharyd (ang. lipopolysaccharide)

kinaza biatkowa aktywowana mitogenem (ang. mitogen-
activated protein kinase)

mitochondrialny uniporter wapniowy (ang. mitochondrial
calcium uniporter)

mitochondrialny kanal potasowy o duzym przewodnictwie
regulowany jonami wapnia (ang. mitochondrial large
conductance calcium -regulated K* channel)

mitochondrialny kanal potasowy (ang. mitochondrial K*
channel)

mitochondrialny kanat potasowy regulowany przez ATP (ang.
ATP-regulated mitochondrial potassium channel)
mitochondrialna manganowa dysmutaza ponadtlenkowa (ang.
mitochondria-located manganese superoxide dismutase)
mitochondrialny por przejSciowy przepuszczalnosci (ang.
mitochondrial permeability transition pore)

mitochondrialn kwas deoksyrybonukleinowy (ang.
mitochondrial deoxyribonucleic acid)

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (ang. nicotinamide
adenine dinucleotide)

receptor N-metylo-D-asparaginianowy (ang. N-methyl-D-
aspartate receptor)
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NF-kB

NOS
NP,

NRF2

NS11021

NS1619

oC
OUN
PAH

Pax
PBS

PM
PM10
PM2,5

PMO,1
POChHP
RCK1

RCK2

czynnik jadrowy aktywowanych limfocytow B (ang. nuclear
Sactor kappa-light-chain-enhancer of activated B Cells)

syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide synthase)
prawdopodobienstwo otwarcia N kanatow (ang. N channels open
probability)

jadrowy czynnik transkrypcyjny pochodzenia erytroidalnego
typu 2 (ang. nuclear transcription factor erythroid-derived type
2)

N’-[3,5-bis (trifluorometylo) fenylo]-N-[4-bromo-2-(2H-tetrazol-
5-ilo) fenylo]-tiomocznik (ang. N'-[3,5-Bis (trifluoromethyl)
phenyl]-N-[4-bromo-2-(2H-tetrazol-5-yl) phenyl] —thiourea)
1,3-dihydro-1-[2-hydroksy-5-(trifluorometylo)fenylo]-
5(trifluorometylo) -2H-benzimidazol-2-on (ang. 1,3-dihydro-1-
[2-hydroxy-5- (trifluoromethyl) phenyl] -5-(trifluoromethyl)-2H-
benzimidazol-2-one)

wegiel organiczny (ang. organic carbon)

osrodkowy uklad nerwowy

wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne (ang. poly-
aromatic hydrocarbons)

paksylina (ang. paxilline)

s6l fizjologiczna w buforze fosforanowym (ang. phosphate-
buffered saline)

pyly miejskie (ang. particulate matter)

gruboziarniste czastki stalte o Srednicy aerodynamicznej < 10 ym
drobne czastki stale o §rednicy aerodynamicznej < 2,5 pm

ultradrobne czastki o $rednicy <0,1 ym

przewlekta obturacyjna choroba ptuc

domena wigzaca waph 1, domena regulatorowa przewodnictwa
potasu 1 (ang. regulator of conductance of K*)

domena wigzaca wapn 2, domena regulatorowa przewodnictwa
potasu 2 (ang. regulator of conductance of K*)

reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species)

kwas rybonukleinowy (ang. ribonucleic acid)

popioly lotne z oleju (ang. residual oil fly ash)

zuzycie tlenu resztkowego (ang. residual oxygen consumption)
receptor rianodynowy (ang. ryanodine receptors)
dodecylosiarczan sodu (ang. sodium dodecyl sulfate)
podjednostka o kanalu potasowego BKca. kodowana przez gen
KCNMAL1 (ang. alpha gene — homolog KCNMA1)

badanie wptywu zanieczyszczenia powietrza na funkcjonowanie
ptuc, stany zapalne i starzenie si¢ (ang. study on the influence of
air pollution on lung function, inflammation and ageing)
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SAPALDIA

SKCa

SOD

SOD2

STS

TASK-3

TBST

TC

TGF-8

TEER

TEMED

TIM

TIs
TMPD

TOM

WHO

WWA
VDAC

VEDEC

VEGF

badanie dotyczace zanieczyszczenia powietrza i choréb pluc
(ang. study on air pollution and lung disease in adults)

kanatl potasowy o matej przewodnoS$ci aktywowany przez wapn
(ang. small-conductance calcium-activated potassium channel)
dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)
dysmutaza ponadtlenkowa 2 (ang. superoxide dismutase 2)
staurosporyna (ang. staurosporine)

kanat potasowy wrazliwy na kwas, pokrewny TWIK, typ 3 (ang.
TWIK-related acid-sensitive K* channel)

sdl fizjologiczna buforowana TRIS z Tween 20 - monolaurynian
polioksyetyleno (20) sorbitanu (ang. tris-buffered saline with
Tween 20 - polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate)

wegiel catkowity (ang. fotal carbon)

transformujacy czynnik wzrostu beta (ang. transforming growth
factor beta)

przeznablonkowy opoér elektryczny (ang. transepithelial
electrical resistance).

N,N,N’,N'-tetrametyloetylenodiamina (ang. NNN'N'-
tetramethylethylenediamine)

translokaza blony wewnetrznej (ang. translocase of the inner
membrane)

polaczenia Sciste (ang. tight junctions)
N,N,N',N'-tetrametyloparafenylodiamina dichlorowodorek (ang.
tetramethylphenylenediamine)

translokaza blony zewngtrznej (ang. translocatose of the outer
membrane)

promieniowanie ultrafioletowe (ang. ultraviolet)

Swiatowa Organizacja Zdrowia (ang. World Health
Organization)

wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne

kanat anionowy zalezny od napigcia (ang. voltage - dependent
anion channel)

izoforma kanatu potasowego BKc, z C-koncowym regionem
zawierajacym sekwencje aminokwasow VEDEC
naczyniowo-§rédblonkowy czynnik wzrostu (ang. vascular
endothelial growth factor)
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1. Wstep
1.1 Czynniki uszkadzajgce komorki

Uszkodzenia komoérek sg pierwszym etapem prowadzacym do dezintegracji tkanek czy
organéw wewngetrznych. Wiele czynnikéw s$rodowiskowych moze si¢ przyczynia¢ do
uszkodzef na poziomie komérkowym. Czynniki te indukujg gléwnie procesy biologiczne takie
jak:

e obnizenie poziomu ATP,
¢ uszkodzenia blon komoérkowych,
e zaburzenia przebiegu szlakow biochemicznych,

e uszkodzenia DNA.

Komorki posiadaja wyspecjalizowane mechanizmy ochrony przed czynnikami
uszkadzajacymi. W przypadku niektorych, a takze mniej nasilonych uszkodzen, komorki
ulegaja adaptacji. Takie matlo nasilone uszkodzenia mogg zostaé odwrdocone przez komorkowe
mechanizmy naprawcze i komoérka moze powrdcié do prawidlowego stanu fizjologicznego.
Zjawisko adaptacji na czynniki uszkadzajace moze nie tylko by¢ neutralne z punktu widzenia
fizjologii komorki, ale réwniez moze przynie§¢ pozytywne skutki, jak zwigkszona wydajno$é
lub produktywnos$¢. W przypadku wiekszych uszkodzen moze nastgpi¢ wzmozone zaburzenie
funkcjonowania komoérek i ich degeneracja. Z kolei bardziej znaczgce uszkodzenia komoérek

moga nawet prowadzi¢ do $mierci komérkowej (Miller i Zachary 2017).

Jednym z najcze¢Sciej uszkadzajacych komoérki czynnikow jest niedotlenienie, ktére
moze by¢ spowodowane zbyt niskim st¢zeniem tlenu we krwi w wyniku niewydolnosci serca
lub ukladu oddechowego, spadku perfuzji naczyniowej (ischemia) lub zmniejszonego
transportu O przez erytrocyty. Niedotlenienie komérki moze réwniez powstaé na skutek
hamowania aktywnosci enzyméw oddechowych komorki, na przyklad poprzez zwigzki
toksyczne (Miller i Zachary 2017; Wheaton i Chandel 2011). Niedotlenienie i niedokrwienie
mogg uszkadza¢ m.in. komorki siatkowki. Nastepuje wtedy indukowanie ekspresji czynnika
indukowanego niedotlenieniem HIF-la (ang. hypoxia-inducible factor), ktory aktywuje
ekspresje genow, takich jak czynnik wzrostu §roédbtonka naczyniowego (VEGF, ang. vascular
endothelial growth factor) 1 syntazy tlenku azotu (NOS, ang. nitric oxide synthase).
Zwigkszona produkcja VEGF powoduje zaburzenie bariery krew-siatkowka, co prowadzi do
obrzgku siatkéwki. Z kolei, zwigkszona ekspresja NOS powoduje wzrost produkcji tlenku
azotu, ktory jest by¢ toksyczny dla komérek i moze prowadzié do ich $mierci (Kaur et al. 2008).
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Komérki moga réwniez by¢ uszkadzane poprzez narazenie na czynniki infekcyjne.
Nalezg do nich czgsteczki bialek - priony, wirusy, mikroorganizmy takie jak bakterie czy
grzyby, a takze pasozyty. Wirusy mogg wykorzystywaé aparat syntezy DNA komorki
gospodarza w produkcji wiasnych produktow ekspresji genéw. Wiele szczepéw bakterii
wykazuje zdolno$¢ do produkcji toksyn, ktore uszkadzaja komorki. Podobnie pasozyty
mogg wydzielaé produkty metabolizmu, ktore niekorzystnie dzialaja na funkcjonowanie
komorek gospodarza. Uszkodzenia komorek sa zaostrzane w przypadku wielu infekcji
zakaznych przez immunologiczne reakcje zapalne skierowane przeciwko drobnoustrojowi
(Miller i Zachary 2017). Przykladem sg infekcje prionowe, ktore moga uszkadza¢ komorki
o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN). Rozprzestrzenianie si¢ i replikacja prionéw w obrebie
OUN prowadzi do neurotoksyczno$ci mikroglejowe;j, stresu oksydacyjnego i aktywacji ukladu
dopetiacza (Unterberger et al. 2005).

Czynniki fizyczne rdéwniez moga uszkadza¢ komoérki. Nalezag do nich urazy
mechaniczne, ekstremalne temperatury, zarowno niskie, jak i wysokie, promieniowanie
i impulsy elektryczne. Uszkodzenie na drodze czynnikéw fizycznych moze uszkodzi¢ komorki
bezposrednio, na przyktad poprzez miazdZenie i rozrywanie, a takze posrednio poprzez
zaburzenie doptywu krwi do tych komorek i tkanek, a wiec powodujac niedotlenienie. Ciepto
o niskiej intensywnosci moze uszkadza¢ naczynia krwionosne, wptywaé reakcje biochemiczne
w komoérce za posrednictwem enzymoéw, na ktorych aktywno§¢ ma wplyw temperatura.
Ekstremalnie wysokie temperatury mogg powodowaé denaturacj¢ biatek, w tym tych
enzymatycznych. Niskie temperatury skutkujg zwezeniem naczyn krwiono§nych, ograniczajac
doptyw krwi do komoérek i tkanek. Skrajnie niskie temperatury skutkuja tworzeniem
krysztatkéw lodu w cytozolu, co moze prowadzi¢ do permabilizacji blon biologicznych.
Promieniowanie jonizujace oddzialuje na atomy lub czasteczki, ktére nastgpnie powoduja
bezposrednie uszkodzenie blony komoérkowej lub organelli lub produkcj¢ wolnych rodnikow.
Wolne rodniki moga by¢ réwniez generowane przez promieniowanie ultrafioletowe (UV)
i moga uszkadzaé struktury i czasteczki w komorce, na przyktad blony biologiczne i czasteczki
DNA (Miller i Zachary 2017). Rodzaje czynnikéw powodujacych uszkodzenia komorek

podsumowano w Tabeli 1.
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Tabela 1. Podzial czynnikéw uszkadzajacych komorki oraz ich opis.

Podzial czynnikéw

uszkadzajacych

Czynnik
uszkadzajacy

komorki

Opis

Czynniki fizyczne

Urazy mechaniczne

Bezposérednie uszkodzenia tkanki na skutek

urazoéw (np. cigcia, uderzenia, rozdarcia).

Temperatura

Ekstremalne temperatury moga uszkadzaé
komérki. Zbyt niska temperatura (np.
odmrozenia) prowadzi do powstawania
krysztatéw lodu wewnatrz komorek, a wysoka
temperatura (np. oparzenia) denaturuje bialka i

powoduje $Smier¢ komorek.

Promieniowanie

Promieniowanie jonizujace (np. rentgenowskie,
gamma) powoduje uszkodzenie DNA i innych
makroczgsteczek komoérki, co prowadzi do

mutacji lub $mierci komorki.

Cisnienie

Nagle zmiany ci$nienia (np. uraz ci$énieniowy
podczas nurkowania) moga prowadzi¢ do pekania

bton komérkowych.

Czynniki biologiczne

Mikroorganizmy

Wirusy, bakterie, grzyby i pasozyty moga
bezposrednio niszczy¢ komorki poprzez infekeje,
produkcje toksyn lub wprowadzanie zmian w

metabolizmie komorek.

Reakcje

immunologiczne

Nadmierna reakcja uktadu immunologicznego
moze prowadzié¢ do autoagresji, gdzie komorki
uktadu odpornosciowego niszcza wlasne zdrowe
komorki (np. w chorobach

autoimmunologicznych).

Czynniki genetyczne

Mutacje genetyczne

Bledy powstajace podczas naprawy w DNA mogg

prowadzi¢ do nieprawidlowego funkcjonowania
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bialek, co wptywa na prace komoérki i prowadzi
do jej dysfunkcji lub $mierci.

Choroby dziedziczne

Niektore wrodzone zaburzenia metaboliczne (np.
mukowiscydoza, anemia sierpowata) prowadza do
nieprawidlowego funkcjonowania komorek i

tkanek.

Niedobory substancji Niedobory witamin i | Brak odpowiednich sktadnikéw odzywczych (np.
odzywczych sktadnikow witamin, mineratéw, bialek) moze prowadzi¢ do
mineralnych zaburzen w metabolizmie komorek i ich
funkcjonowaniu.
Niedotlenienie Niedobor tlenu w komarkach (spowodowany np.
(hipoksja) niewydolnos$cia oddechowa, niedokrwieniem)
prowadzi do zmniegjszenia produkcji ATP, co
skutkuje uszkodzeniem komorek.
Czynniki oksydacyjne | Stres oksydacyjny Wolne rodniki (reaktywne formy tlenu i azotu)
moga uszkadzaé lipidy, biatka i DNA w
komorkach, prowadzac do ich dysfunkcji i
$mierci. Stres oksydacyjny jest czgsto zwigzany z
chorobami takimi jak miazdzyca, cukrzyca czy
choroby neurodegeneracyjne.
Czynniki metaboliczne | Zaburzenia Niekontrolowane zmiany w metabolizmie (np. w
metaboliczne cukrzycy, otyloéci) moga prowadzi¢ do
odkladania si¢ toksycznych produktéw
metabolizmu w komorkach, co prowadzi do ich
uszkodzenia.
Zaburzenia Nadmierna Nagle wzrosty poziomu wapnia w komorkach
homeostazy kumulacja jonéw moga aktywowac enzymy proteolityczne,
wewnatrzkomorkowej | wapnia fosfolipazy i inne, co prowadzi do degradacji

biatek, lipidow i kwasow nukleinowych.
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Zaburzenia Niedobor wody lub elektrolitéw, jak réwniez ich
réwnowagi wodno- | nadmiar, moze prowadzi¢ do pecznienia komorek,
elektrolitowej zaburzen w funkcjonowaniu pomp jonowych i

ostatecznie ich $mierci.

Czynniki chemiczne Toksyny Substancje chemiczne takie jak metale cigzkie
(olow, rteé), pestycydy czy Srodki przemystowe
mogg zaklocaé funkcje enzymatyczne i uszkadzaé
struktury komodrkowe.

Leki Niektére leki w nadmiarze lub o nieodpowiednim
dzialaniu moga prowadzi¢ do toksycznosci i

uszkodzenia komorek, zwlaszcza watroby i nerek.

Zanieczyszczenia Tlenki azotu, tlenki siarki czy czastki state moga
powietrza — w tym uszkadzaé komorki drég oddechowych i

pyly miejskie (PM, | ptuc. Ekspozycja na pyly miejskie przyczynia do

ang. particulate wzrostu syntezy reaktywnych form tlenu, wzrostu
matter) poziomu stanu zapalnego i spadku przezywalnosci
komdrek.

1.2 Pyty miejskie

Zanieczyszczenie powietrza to proces, ktory polega na emisji do atmosfery substancii,
ktére moga oddziatywaé na $rodowisko, a takze na zdrowie organizméw w nim Zzyjacych
(Kinney 2008). Do najczestszych skladnikéw zanieczyszczen powietrza nalezg: tlenek wegla
(CO), pyly miejskie (PM), olow (Pb), ozon (O3) oraz dwutlenek siarki (SO2), dwutlenek azotu
(NO»), czy azotan amonu (NHsNO3) (Kuzma et al. 2020; Schraufnagel et al. 2019), a takze
zanieczyszczenia organiczne takie jak pozostalo$ci popiotéw lotnych z oleju (ROFA, ang.
residual oil fly ash) i wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne (PAH, ang. poly-aromatic
hydrocarbons) (Hartison i Yin 2000). Zanieczyszczenia powietrza mogg pochodzi¢ ze zrédet
pierwotnych, takich jak emisje w wyniku dzialan przemystowych, czy tez transportu.
Zanieczyszczenia pochodzg réwniez ze zrédet wtdrnych, takich jak reakcje chemiczne

zachodzace z innymi zanieczyszczeniami (Schraufnagel et al. 2019).
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Pyly miejskie s3 cze$cig zanieczyszczeh powietrza, ktore stanowig niejednorodng
mieszaning czasteczek statych i cieklych zawieszonych w powietrzu. Pochodzg one ze zrodet
pierwotnych (Schraufnagel et al. 2019; Manisalidis et al. 2020). Wielko$¢ i sklad chemiczny
PM nie jest stala — rozni si¢ w zaleznodci od miejsca, pory roku oraz warunkow

atmosferycznych (World Health Organization 2013).

1.2.1 Zrédta pytéw miejskich

Zrédlem pyléw miejskich w powietrzu moze byé bezposrednia emisja do atmosfery lub
reakcje chemiczne z udziatem zwigzkéw chemicznych w stanie gazowym takich jak dwutlenek
siarki, tlenki azotu, amoniak i lotne zwigzki organiczne. Gazy te mogg by¢ uwalniane zarowno
ze zrédel antropogenicznych, jak i naturalnych (Atkinson et al. 2010), jednak dominujace sg
zrédia antropogeniczne (K.-H. Kim et al. 2015). Zrédla antropogeniczne pyléw miejskich
obejmujg spalanie paliw stalych (wegiel, lignit, olej cigzki i biomasa), erozj¢ nawierzchni
spowodowang ruchem drogowym oraz Scieranie okladzin hamulcow i opon, a takze moga
pochodzi¢ z dzialalnosci przemystowej i rolniczej (Srimuruganandam i Shiva Nagendra 2012).
Z kolei PM pochodzace ze zrodet naturalnych powstaja w wyniku wybuchow wulkanéw, burz
piaskowych, pozaréw laséw. PM moga réwniez stanowi¢ fragmenty ro$lin, takie jak pytki
i wykazywac dzialanie alergizujace (Misra et al. 2001).

1.2.2 Rodzaje pytéw miejskich

Podzial PM jest zazwyczaj dokonany wedtug Srednicy czasteczek. Dzigki temu mozna
okresli¢ zardwno sposob ich dystrybucji w atmosferze, a takze w ukladzie oddechowym oraz
w innych uktadach i narzadach organizmu czlowieka (Esworthy 2014). Amerykanska Agencja
Ochrony Srodowiska (US Environmental Protection Agency — EPA) proponuje podziat PM
w dwdch kategoriach wielkosci na podstawie ich przewidywanej zdolnosci penetracji do ptuc

jako:

e gruboziarniste czgstki stale (PM10) o Srednicy aerodynamicznej < 10 pm,

e drobne czastki state (PM2,5) o $rednicy aerodynamicznej < 2,5 pm (Esworthy 2014).

Pyly miejskie drobne o $rednicy rownej lub mniejszej niz 0,1 pm sa klasyfikowane jako
czastki ultradrobne (PMO,1) (Hasheminassab et al. 2013). Naleza do nich réwniez najmniejsze

czasteczki PM o wielko$ci mierzonej w nanometrach (Flood-Garibay et al. 2023).
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Najwieksze czasteczki pyléw miejskich sg wytwarzane mechanicznie przez rozbijanie
wiekszych frakcji stalych. Czgsteczki PM10 to gléwnie material pochodzacy ze skorupy
ziemskiej, pyl drogowy i przemystowy, powstaja rowniez w wyniku dziatalnoéci rolniczej
i gémiczej. PM10 mogg réwniez pochodzi¢ ze zrodel naturalnych i stanowi¢ fragmenty roslin
i owadéw, zarodniki plesni i pylki. Z kolei czgsteczki pyléw miejskim PM2,5 i mniejsze,
powstaja jako efekt reakcji chemicznych czasteczek w stanie gazowym, w wyniku ktorych
powstaja czasteczki w stanie statym. Mniejsze czasteczki PM zawieraja rowniez aerozole i pary

zwigzkow organicznych (Organization 2021).

Warto zwrdci¢ uwage, ze czgsteczki pyldow miejskich drobnych i ultradrobnych ze
wzgledu na swoj niewielki rozmiar, majg mozliwo$¢ pozostawania w atmosferze przez dlugi
czas — od kilku tygodni do nawet miesiecy, a takze moga by¢ transportowane na odleglos¢ setek
lub tysiecy kilometrow (Johansson et al. 2007) dlatego stanowia szczegélne zagrozenie dla

$rodowiska naturalnego i zdrowia oraz zycia czlowieka i1 innych organizmow.

Podczas oddychania przez nos, rzeski i $§luz dziatajg jak bardzo skuteczny filtr dla
wickszosci czastek zanieczyszczen powietrza przekraczajacych $rednicg 10 pm. Poniewaz
frakcja PM10 osiada szybko, ma tendencje do gromadzenia si¢ w tchawicy (gérnej czesci
gardta) lub w oskrzelach (Atkinson et al. 2010), co moze powodowac¢ reakcj¢ obronna
organizmu w celu pozbycia si¢ tych czasteczek — kichanie, kaszel (Cadelis et al. 2014).
Czasteczki PM10 moga przenika¢ do dalszych czesci ukladu oddechowego, a najmniejsze
z nich trafiaja nawet do pecherzykéw ptucnych. PM moga lokalizowac si¢ glgboko w ptucach
ze wzgledu na wysoka przenikalno$§¢ pecherzykéw (Londahl et al. 2006). Czasteczki
o wielkosci od okolo 5 do 10 pm mogg lokalizowaé si¢ w drzewie tchawiczo-oskrzelowym.
Z kolei PM o wielkos$ci od 1 do 5 um osadzaja si¢ w oskrzelikach i pgcherzykach plucnych
(Londahl et al. 2006). Mozliwo$¢ penetracji czasteczek PM w ukladzie oddechowym

w zalezno$ci od ich wielkosci podsumowano na Rysunku 1.
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Nos: PM7 - PM11
Gardto: PM4,7 - PM7

Tchawica: PM3,3 - PM4,7

Oskrzela ptatowe: PM1,1 - PM2,1
Oskrzela giéwne: PM3,3 - PM4,7

Pecherzyki ptucne: PM0,43 - PMO0,65/ ¢ f — Oskrzeliki: PM0,65 - PM1,1

Rysunek 1. Schemat akumulacji czasteczek pytéw miejskich w obrgbie uktadu oddechowego
w zaleznosci od $rednicy. Liczby podane na rysunku podane sg w mikrometrach. Na przyktad
PM7-PM11 oznacza wielko$¢ pyldw miejskich o $rednicy czasteczek od 7 do 11 pm. Rysunek
przygotowano w programie BioRender.com na podstawie (Izzotti et al. 2022; Londahl et al.
2006).

Najmniejsze czasteczki pylow miejskich - pyt drobny i ultradrobny o wielkosci
mniejszej lub rownej 1 um, mogg przedostawac si¢ do krwiobiegu i transportowane sg rOwniez
do innych tkanek (Valavanidis et al. 2008), co stanowi kolejny czynnik zagrozenia dla zdrowia
i zycia czlowieka (Traboulsi et al. 2017). Py} ultradrobny o najmniejszej srednicy
(nanoczasteczki) moze przekracza¢ nawet barierg krew-mozg i akumulowaé si¢ w tkance
nerwowej (Flood-Garibay et al. 2023). Udowodniono réwniez obecnoé¢ licznych agregatow
nanoczasteczek PM w lozysku, a otrzymane wyniki moga wskazywa¢ réwniez na mozliwosé

do penetracji tych czastek rowniez do ptodu (N. M. Liu et al. 2021).

1.2.3 Sktad pytéw miejskich

W sklad pyléw miejskich wchodza takie zwiazki chemiczne jak azotany, siarczany, jony
amonowe, jony nieorganiczne, zwigzki organiczne (np. wielopierScieniowe weglowodory
aromatyczne), jak rdOwniez wegiel pierwiastkowy i organiczne zwigzki oraz metale (np. zelazo,
miedz, nikiel, kadm, mangan, cynk i wanad) (World Health Organization 2013). Pyly miejskie
mogg zawiera¢ rOwniez jony nieorganiczne (np. siarczany, azotany, amon, sod, potas, wapn,
magnez i chlorki) (Cheung et al. 2011; K.-H. Kim et al. 2015). W sktad PM moga wchodzi¢ tez
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zwiazki biologiczne, miedzy innymi pochodzenia mikrobiologicznego (np. endotoksyna,
fragmenty komorek), ktore mogg mieé dziatanie alergizujace (World Health Organization
2013).

Wegiel i zwigzki organiczne stanowig 70-80% catkowitej masy PM2,5. Glin, krzem,
siarka, potas, waph i zelazo stanowig 40-50% masy PM10. Z kolei, aniony azotanowe,
siarczanowe i amonowe stanowig okoto 10-20% masy PM2,5 i PM10 (Manisalidis et al. 2020).
Warto jednak zwrdcié uwage, ze sktad pylow miejskich moze znacznie si¢ r6zni¢ w zaleznosci

od regionu geograficznego, warunkow atmosferycznych i pory roku.

W 10-letnim badaniu sktadnikéw pylow miejskich w Dzakarcie, wykazano, ze siarka i
wegiel mialy najwyzsze stezenia w PM2,5, podczas gdy PM2,5-10 byly zdominowane przez
elementy skorupy ziemskiej (Al, Si, Ca, Ti i Fe). W Bogor i Tangerang, PM2,5 zawieraly
wysokie stezenia otowiu ze wzgledu na produkcj¢ pretow olowianych i recykling baterii
(Santoso et al. 2020). Z kolei, w Surabaji na Jawie (Indonezja) sktadniki skorupy ziemskiej,
zwlaszcza krzemionka z erupcji wulkanicznych, byly obecne w wysokich stezeniach w PM.
Ponadto poziomy otowiu w PM2,5 i PM2,5-10 w Surabai byly znacznie wyzsze w poréwnaniu
z innymi miastami we wschodniej Jawie (Santoso et al. 2019). To wskazuje na znaczne réznice
w skladach PM w zaleznosci od regionu geograficznego i jego specyficznych uwarunkowan.
Roznice w stezeniu i w sktadzie PM2,5 w trzech miastach w Polsce w zaleznosci od pory roku

podano w Tabeli 2.
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Tabela 2. Stezenia czastek PM2,5 oraz ich komponentéw (pg/m®) w réznych porach roku
w Katowicach, Gdansku i Diablej Gorze w Polsce. Wegiel pierwiastkowy (EC, ang. elemental
carbon) to czastki pierwotne, ktére sa emitowane bezposrednio do atmosfery. Powstajg
w wyniku niepelego spalania paliw kopalnych oraz biomasy. Wegiel organiczny (OC, ang.
organic carbon) to czastki pierwotna lub wtoérma, ktéra jest emitowana bezposrednio lub
powstajaca w atmosferze w wyniku utleniania gazéw pochodzenia antropogenicznego
i biogenicznego. Stgzenia wegla (OC i EC) mierzone termicznie (analizator Behrcarbon)
mozna poréwnac z tymi mierzonymi wylacznie metoda termooptyczng jako wegiel catkowity
(TC, ang. total carbon), (TC=0OC+EC). Na podstawie (Rogula-Koztowska et al. 2014).

Miasto Pora PM25 | EC oc |so# [Nos | [ NH# | Nat | K| Ca* | Mg | As,
roku Ni,
cd,
Pb,
Ti,
Al,
Fe
Katowice | Wiosna | 33,02 9,83 |[4,03 |28 |244 123|282 [278 [021]068 | 0,13 |0,33
Lato 17,29 337 |28 |[441 |074 [079 |072 [048 [0,12]024 | 0,09 | 0,36
Jesien | 38,26 249 [333 [421 [246 | 1,54 [ 1,96 | 0,44 | 0,29 | 0,30 [ 0,06 | 0,44
Zima 82,97 20,38 | 12,29 [ 6,89 |4,74 [3,32 422 | 1,06 | 033|021 [0,08 |076
Gdansk | Wiosna | 21,05 2,6 021 |[1,38 [210]0,56 |1,13 | 1,21 | 0,09 [ 0,20 | 0,06 | 0,38
Lato 13,09 087 | 1,31 |201 [051 | 021 [044 |048 | 0,04 ]0,20 [0,04 |0,30
Jesieh | 18,29 1,74 |28 |[1,87 | 1,89 [047 | 083 | 1,78 | 0,14 | 0,21 | 0,06 | 0,16
Zima 42,75 6,1 6,68 |[430 |564 1,22 3,18 |085 |034(0,14 | 009 0,20
Diabla Wiosna | 15,02 207 |057 |1,53 (1,88 [0,14 | 1,13 [ 1,55 | 0,12 | 0,17 | 0,05 | 0,11
Goéra
Lato 8,74 044 (095 |[2,12 [030 |09 [036 |075 | 006|017 | 004 [0,16
Jesien | 11,24 093 | 1,39 |20t [146 [020 |067 1,05 |0710]013 |004 |0,10
Zima 25,93 519 [3,63 |48 (477 [022 |231 |18 | 019|010 | 0,03 |0,08
1.2.4 Wplyw pytdow miejskich na uktad oddechowy cztowieka

Zanieczyszczenia powietrza, w tym rowniez PM mogg wywieraé szereg negatywnych

efektow na zdrowie ludzi i innych organizméw. W 2013 roku oszacowano, ze na §wiecie
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rocznie umiera ponad dwa miliony 0s6b w wyniku bezposredniego wplywu zanieczyszczenia
powietrza, ktére wywoluje uszkodzenia uktadu oddechowego, w tym ptuc (A. S. V. Shah et al.
2013). Zdecydowana wigkszo$¢ sposrdd opisanych zgondéw spowodowana jest narazeniem na
pyly miejskie (Chuang et al. 2011; A. S. V. Shah et al. 2013). Warto zwr6ci¢ uwagg, ze w 2016
roku liczba szacowanych przypadkow $miertelnych w zwiazku z narazeniem na
zanieczyszczenia powietrza wzrosta do 3 milionéw rocznie (WHO 2016), a 2017 szacowano
juz nawet 5 milionéw rocznie zgonéw powodowanych przez narazenie na zanieczyszczenia

powietrza (Global Burden of Diseases 2017) (Evangelopoulos et al. 2020; KuZma et al. 2020).

Ekspozycja na czastki PM stanowi wyzsze zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi niz takie
sktadniki zanieczyszczen atmosferycznych jak ozon przygruntowy, czy tez tlenek wegla (K.-
H. Kim et al. 2015). Warto zwroci¢ uwage, ze szacowane jest, ze wzrost stgzenia PM2,5 w
atmosferze skutkuje wzrostem $miertelnosci o 0,7% (J I Levy et al. 2000; Jonathan 1. Levy i

Hanna 2011).

Ekspozycja uktadu oddechowego na PM moze powodowac takie objawy jak kaszel czy
trudnoéci z oddychaniem oraz wywoluje zaostrzenie astmy czy podraznienie drog
oddechowych. Osoby narazone na PM2,5 mogg odczuwaé réwniez bole w klatce piersiowe;
(Guaita et al. 2011; K.-H. Kim et al. 2015). Ekspozycja na pyly miejskie powoduje nie tylko
uszkodzenia ukladu oddechowego, ale w sposob bezposredni przyczynia si¢ rowniez do
rozwoju miazdzycy, choréb sercowo-naczyniowych, nieregularnego rytmu serca, a nawet
zwieksza ryzyko zawatu migénia sercowego (Atkinson et al. 2010; Cadelis et al. 2014; Correia
et al. 2013; Fang et al. 2013; Meister et al. 2012). Wykazano réwniez, ze narazenie na pyt
zawieszony zwieksza lepko$¢é osocza, powoduje dysfunkcj¢ $rodblonka i wyzwala reakcje fazy
ostrej. Te zmiany prowadzg do zaburzen autonomicznej kontroli rytmu serca (Pratiwi et al.

2023).

Zaobserwowano rowniez, Ze narazenie na oddychanie powietrzem z wysokimi
stezeniami PM jest czynnikiem ryzyka pogorszenie zdolnosci kognitywnych, w szczeg6lnosci
u 0s6b starszych. W badaniu przeprowadzonym w Stanach Zjednoczonych z udziatem oséb w
wieku podesztym, zaobserwowano, ze osoby zamieszkujace tereny o wyzszych wartosciach
stezeh PM2,5 mialy 1,5 razy wyzszy wspolczynnik popehianych bledéw w testach
pamieciowych i orientacji przestrzennej (Ailshire et al. 2017) w poréwnaniu do osob starszych,
ktore zamieszkiwaly obszary z nizszymi stezaniami PM2,5. Podobne obserwacje odnotowano
u kobiet w wieku podesztym. Przy wyzszym narazeniu na PM2,5 doswiadczaly one spadku
ogodlnych funkcji poznawczych w wyzszym stopniu niz osoby starsze, ktore w niZszym stopniu
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byly narazone na ekspozycje na PM2,5. Autorzy tych badan postuluja, ze wzrost stezenia PM
o 10 pg/m® w przypadku dtugotrwatej ekspozycji moze przyczyniaé si¢ do spadku funkcji
kognitywnych wraz z wiekiem S§rednio 2 lata szybciej niz na terenach z nizszym
zanieczyszczeniem (Schikowski i Altug 2020). Zmiany w zakresie funkcji poznawczych
spowodowane ekspozycjana pyly miejskie, ktére moglyby $wiadczyé o procesach
neurodegeneracyjnych, nie sg obserwowane tylko u oséb w wieku podesztym. Badania mézgu
przeprowadzone posmiertnie wykazaly wczesne objawy neurodegeneracji u mtodych oséb
mieszkajagcych miastach o wysokim stopniu zanieczyszczenia powietrza (Calderdon-
Garciduefias et al. 2008). Co wigcej, badania epidemiologiczne prowadzone w Stanach
Zjednoczonych wykazaly silng korelacje miedzy cukrzyca u dorostych pacjentow a
zanieczyszczeniem powietrza czgsteczkami statymi. Korelacja ta jest rowniez widoczna po
uwzglednieniu innych czynnikoéw ryzyka, takich jak otyto$¢ i pochodzenie etniczne (Pearson
et al. 2010). Osobami, ktore w najwigkszym stopniu sa narazona na negatywne skutki
zdrowotne w wyniku ekspozycji na PM to osoby starsze, dzieci, a takze pacjenci z chorobami

serca i pluc (Guaita et al. 2011; K.-H. Kim et al. 2015).

Takie skladniki PM2,5 jak mangan, miedz zelazo, cynk i wielopier§cieniowe
weglowodory aromatyczne mogg zwigkszaé produkcje reaktywnych form tlenu (RFT) w
komoérkach i tym samym prowadzié do uszkodzen na drodze stresu oksydacyjnego.
Uszkodzeniom tym mogg podlegaé réwniez czasteczki DNA, co prowadzi do karcynogenezy,

mutagenezy i innych trwalych uszkodzen (Wei i Tang 2018).

Narazenie na zanieczyszczenie powietrza, w szczeg6lnosci PM, wiaze si¢ ze znacznym
pogorszeniem jako$ci funkcjonowania phluc u 0séb dorostych. W badaniach, w ktérych
poszukiwano powigzania zanieczyszczenia powietrza i choréb pluc u oséb dorostych
(SAPALDIA, ang. study on air pollution and lung disease in adults) przebadano 9651 oséb w
wieku od 18 do 60 lat. Wykazano, ze narazeniec na PM wiazalo si¢ ze spadkiem pojemnosci
zyciowe] ptuc (FVC, ang. forced vital capacity) o 3,4% 1 wymuszone] objetosci wydechowej
pierwszosekundowej (FEV1, ang. Forced Expiratory Volume in 1 Second) o 1,6% (B. W.
Martin et al. 1997). Inne badania dotyczace wptywu zanieczyszczenia powietrza na funkcje
pluc, stan zapalny i starzenie sie (SALIA, ang. study on the influence of air pollution on lung
function, inflammation and ageing) wykazaty, ze wzrost stezenia PM10 o 10 pg/m* doprowadza
do spadku FVC 1 FEV1 odpowiednio 0 4,7% i 3,4% (Dalecka et al. 2021; Kyung i Jeong 2020).
Pod wptywem ekspozycji na PM w komoérkach phuc i innych tkankach uktadu oddechowego
dochodzi do zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu, co z kolei przyczynia si¢ do stresu
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wewnagtrzkomorkowego. Stres wewnatrzkomorkowy i wynikajacy z niego wzrost odpowiedzi
immunologicznej wywotuja dysfunkcje uktadu oddechowego. Co wazne, zwigkszony stres
oksydacyjny i stan zapalny moga negatywnie wpltywac na szczelno$¢ bariery nablonkowe;j
(Maher et al. 2020; Calderén-Garcidueiias et al. 2019; Kelly i Fussell 2015; L. G. Costa et al.
2017; Rao et al. 2018).

PM2,5 moze wywiera¢ negatywny wplyw na rownowage w komorkowych poziomach
jonow wapnia w komoérkach uktadu oddechowego, co wptywa na wiele szlakow przekazywania
sygnatéw. Podwyzszone poziomy Ca** wystepujace w efekcie ekspozycji na PM2,5
prowadza do aktywacji szlakéw sygnatowych prowadzacych do aktywacji odpowiedzi
immunologicznej. Wzrost poziomu jonéw wapnia stanowig kolejny mechanizm, na drodze
ktérego prowadza do wzrostu poziomu RFT po ekspozycji na PM, a takze zwigkszonego
poziomu apoptozy i nekrozy komérek (Wei i Tang 2018).

Ekspozycja na PM2,5 zwigksza poziom stanu zapalnego w komorkach ukladu
oddechowego nie tylko na drodze zwigkszenia produkcji reaktywnych form tlenu. Pyly
miejskie mogg powodowaé rowniez nadekspresje genéw odpowiedzialnych z syntezg cytokin
prozapalnych. Badania wykazaly, ze narazenie na PM2,5 powoduje zwigkszenie liczby
limfocytéw T, neutrofili, mastocytow, eozynofilow i mastocytéw w plynie oskrzelowo-
pecherzykowym (Wei i Tang 2018). Stres oksydacyjny i stymulacja cytokinami prozapalnymi
aktywujg S$ciezki przekazywania sygnalu, co prowadzi do aktywacji czynnikow
transkrypcyjnych, takich jak NF-kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) i AP-1 (ang. activator protein 1). AP-1 to dimer biatkowy, ktory odgrywa
role w aktywacji ekspresji genéw odpornosciowych i zapalnych w chorobach wywolanych
stresem oksydacyjnym (Leikauf et al. 2020). Z kolei aktywacja NF-kB prowadzi do reakcji
cytotoksycznych na drodze apoptozy (T. Li et al. 2018).

Mimo, ze ekspozycja na pyly miejskie prowadzi do reakcji $mierci komérkowej na
drodze nekrozy, a takze do uwalniania wigkszej iloéci cytokin prozapalnych, co stymuluje
aktywno$¢ komoérek ukladu immunologicznego, narazenie na PM moze jednocze$nie
skutkowa¢ ostabieniem funkcjonowania komorek uktadu odpomos$ciowego. Zebrano rowniez
unoszace si¢ w powietrzu czasteczki pobrane z sze§ciu miast europejskich. Makrofagi szczurow
poddali dziataniu tych czastek przez 24 godziny i stwierdzili znaczne zmniejszenie Zywotnosci
makrofagéw pecherzykowych przy narazeniu na PM0,2-2,5 w zakresie od 300 pg/ml do 150
g/ml (K.-H. Kim et al. 2015; Wei i Tang 2018).
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Z kolei, ekspozycja na dym w do$wiadczeniach prowadzonych ex vivo zmniejsza
fagocytozg¢ i zwigksza produkcje cytokin IL-6 i IL-8 w ludzkich makrofagach. PM prowadzi
réwniez do uwalniania mediatorow molekularnych kinazy biatkowej B, kinaz¢ biatkows
aktywowang mitogenem (MAPK, ang. mitogen-activated protein kinase), ktére powodujg
przewlekly stan zapalny w komorkach, tkankach i uktadzie oddechowym. Zmienia si¢ réwniez
odpowiedz komoérek T, indukujgc limfocyty Th-2 i nadmierng produkcje IL-4 1 IL-13, co moze

prowadzi¢ do rozwoju lub zaostrzenia astmy (T. Li et al. 2018).

Ekspozycja na pyly miejskie moze nie$¢ szczegblne ryzyko u oséb chorujacych na
przewlekla obturacyjng chorobe ptuc (POCHP). U tych pacjentdéw narazenie na PM wigzalo si¢
ze zwigkszonym wskaznikiem hospitalizacji i $miertelnoéci. Metaanaliza przeprowadzona w
2020 roku wykazata, ze wzrost stezenia PM10 o 10 pg/m? zwigkszyt wskaznik hospitalizacji
pacjentdow z POChP o 2,7%. Podobnie stwierdzono, ze wzrost stezenia PM10 o 10 pg/m?
zwigkszyt wskaznik $miertelnosci z powodu POCHP o 1,1% (Kyung i Jeong 2020).

Wysokie stezenie pylow miejskich w atmosferze jest rowniez niebezpiecznie z punku
widzenia os6éb z objawami chordb atopowych. Narazenie na PM wiagze si¢ rowniez
z uczuleniem alergicznym i zaostrzeniem astmy. Pacjenci z astmg narazeni na PM maja
zwigkszona nadreaktywnos¢ drog oddechowych i zwigkszong frakcj¢ wydychanego tlenku
azotu (FeNO, ang. fraction of exhaled nitric oxide), co prowadzi do zmniejszenia objetosci pluc
i pojemnosci dyfuzyjnej ptuc. Narazenie na PM2,5, ktére prowadzi do stgzenia tych czasteczek
w osoczu wynoszacego 10 pg/m?, zwieksza czesto§é wizyt w placéwkach ochrony zdrowia.
Wyniki te jednoznacznie wskazuja, Ze proby zmniejszenia ekspozycji na PM zapobiegaja oraz

wspomagaja leczenie POChP i astmy (Kyung i Jeong 2020).

Wysoka ekspozycja na pyly miejskie moze réwniez stanowi¢ czynnik pogarszajacy
przebieg samoistnego widknienia phuc (IPF, ang. idiopathic pulmonary fibrosis). Narazenie na
PM2,5 w stezeniu 8 pg/m’® zwiekszato ryzyko $miertelnosci (Goobie et al. 2022). Badanie
Cohorte Fibrose (COFI) we Francji wykazato, ze wzrost stezenia PM2,5 i PM10 o 10 pg/m?
zwigkszyl $miertelno$¢ z powodu IPF odpowiednio o 7,93 i 2,01 razy. Wyniki te wskazuja, ze
narazenie na wyzsze poziomy PM znacznie zaburza funkcjonowanie pluc, co prowadzi do
wzrostu $miertelnosci i ostrego zaostrzenia IPF (Kyung i Jeong 2020). Pogorszenie stanu 0s6b
chorujacych na samoistne wildknienie ptuc w efekcie ekspozycji na PM moze zachodzi¢ ze
wzgledu na stres oksydacyjny zapalenie migzszu z udziatem TGF-f (ang. transforming growth
factor beta) (N. Singh i Singh 2021).
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Zaréwno u dzieci, jak i dorostych, narazonych na PM, czgstoS¢ wystgpowania
i $miertelno$¢ z powodu zapalenia ptuc wzrasta. Metaanaliza wykazata, ze dodatkowy wzrost
stezenia PM10 i PM2,5 o 10 pg/m® zwicksza czesto$¢é wystgpowania zapalenia ptuc u dzieci
odpowiednio o 1,5% i 1,8% (Kyung i Jeong 2020).

Narazenie na PM10 i PM2,5 jest rowniez czynnikiem ryzyka rozwoju nowotworow
pluc. Europejskie badanie kohortowe dotyczace skutkéw zanieczyszczenia powictrza
(ESCAPE, ang. european study of cohorts for air pollution effects) wykazalo, ze kazdy wzrost
pozioméw PM10 i PM2,5 o 10 pg/m3 i 5 pg/m? zwiekszal ryzyko raka ptuc odpowiednio 1,22-
krotnie i 1,18-krotnie (Lipfert 2017). Metaanaliza przeprowadzona w Korei wykazala, ze
wzrost stezenia PM2,5 o 10 pg/m® doprowadzil do 1,09-krotnego wzrostu ryzyka raka phuc.
Z kolei zwigzek miedzy poziomami PM10 a zdarzeniami raka pluc byt stabszy w poréwnaniu

do pozioméw PM2,5 (Kyung i Jeong 2020).

1.2.5 Uszkodzenia komérek przez pyty miejskie

Pyly miejskie gléwnie wywohija uszkodzenia na poziomie komorkowym. Waznym
mechanizmem, na zasadzie ktérego PM zaburzajg homeostaze komorek jest stres oksydacyjny
spowodowany poprzez generowanie RFT. Pyly miejskie s3 tez odpowiedzialne za inicjowanie
szlakdw prowadzajacych do uszkodzen na drodze stanu zapalnego, poniewaz zwigkszajg
synteze mediatorow prozapalnych (cytokiny i chemokiny), ale rowniez powoduja stymulacje
receptorow kapsaicyny. PM moga rowniez dziata¢ jako czynnik uszkadzajacy DNA, co moze
prowadzi¢ do mutagenezy (Valavanidis et al. 2008; Nel et al. 2006).

PM2,5 oraz pyly ultradrobne wykazuja silne dziatanie prooksydacyjne. Wykazano, ze
sktadnikami PM, ktére w szczegblnym stopniu odpowiedzialne s3 za ten efekt sg zwigzki
wegla, takich jak chinony i wielopier$cieniowe weglowodory aromatyczne (N. Li et al. 2003).
Dziatanie prooksydacyjne chinoné6w wynika z tworzenia RFT poprzez reakcje redoks przy
udziale jonéw metali i NADPH. Ze wzgledu na wysoka nadprodukcje reaktywnych form tlenu
w wyniku ekspozycji na chinony, s3 to czasteczki, ktére moga prowadzi¢ do karcynogenezy
(Hirakawa et al. 2002; Qiu i Cadenas 1997).

Z kolei komoérkowy mechanizm dzialania wielopierScieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA) zawartych w pytach miejskich przebiega w kilku mechanizmach
(Valavanidis et al. 2008). Pierwszy z nich obejmuje generowanie epoksydéw diolowych
katalizowanych przez cytochrom P450. Prowadzi to do tworzenia adduktu DNA, co przyczynia
sic do karcynogenezy (Denissenko et al. 1996, 53; Ohnishi i Kawanishi 2002). Kolejny
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mechanizm WWA uszkadzajacy komorki to dziatanie prooksydacyjne na drodze tworzenia
kationow  rodnikowych  katalizowane przez peroksydazy cytochromu P450.
Wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne przyczyniajg si¢ rowniez do syntezy chinonéw
przez dehydrogenazy dihydrodiolowe, przyczyniajgce si¢ do karcynogenezy indukowanej
WWA (Cavalieri i Rogan 1995; Flowers et al. 1996).

Kolejnymi sktadnikami PM, ktére powoduja uszkodzenia na poziomie komérkowym sg
metale, takie jak Fe, Ni, V, Co, Cu i Cr (Valavanidis et al. 2008). Przyczyniaja si¢ one do
wzrostu syntezy RFT, a nastgpnie do stresu oksydacyjnego w komorkach nablonka drog
oddechowych (Schaumann et al. 2004; Knaapen et al. 2002; Ghio et al. 1999), co moze by¢
przyczyng uszkodzenia DNA na tle oksydacyjnym (Kasprzak 2002).

1.3 Tkanka nabtonkowa
Nablonek jest kluczowym elementem tworzacym struktury organizmu. Tkanka
nablonkowa formuje barier¢ ochronng i umozliwia zachodzenie podstawowych proceséw
fizjologicznych. Nablonek wysciela organy i jamy ciala, gdzie shuzy jako dynamiczne
srodowisko do wymiany substancji chemicznych miedzy S$rodowiskiem zewngtrznym

1 wewnetrznym organizmu (Knight i Holgate 2003).

1.3.1 Budowa nabtonka oddechowego

W ukladzie oddechowym wystepujg cztery gléwne warstwy histologiczne: blona
Sluzowa dr6g oddechowych, ktéra obejmuje nablonek i podtrzymujacg ja blaszke wlasciwa,
blong podsluzows, warstwe chrzgstng i/lub migsniowa oraz przydanki. Nabtonek oddechowy
to rzgskowy nablonek kolumnowy pseudowarstwowy, wyscielajacy wigkszosé drog
oddechowych. Nablonek oddechowy nie wystepuje jedynie w krtani ani gardle. Klasyfikowany
jest jako pseudowarstwowy, chociaz jest pojedyncza warstwg komorek wzdhiz blony
podstawnej. Jednak uktad jader komorkowych nie znajduje sie w tej samej plaszczyZznie, co
w obrazie histologicznym jest charakterystyczne dla nabtonkéw wielowarstwowych. (Kia’i i
Bajaj 2024). Komoérkowy model struktury nablonka oddechowego jest przedstawiony na
Rysunku 2.
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Rysunek 2. Komoérkowy model struktury nablonka oddechowego. Komoérki nablonka
oddechowego tworza monowarstwe $ci§le potgczonych komorek utozonych na blonie
podstawnej. Polaczenia powstaja na podstawie $cistych potaczen (TJ, ang. tight junction)
skladajacych si¢ z klaudyny, okludyny i biatka JAM.

Powierzchnie $wiatta jamy nosowe;j, tchawicy, oskrzeli i oskrzelikow wyscielone sg
rzgskowym nablonkiem kolumnowym pseudostratyfikowanym i zawierajg komorki kubkowe,
ktérych rola jest wydzielanie §luzu. Sluz stanowi pierwsza lini¢ obrony przed wnikajacymi
patogenami Srodowiskowymi. Rzeski przesuwajg czastki zwigzane ze $luzem w gore i na
zewnatrz w celu wydalenia ich z organizmu (Rokicki et al. 2016).

Obszar wymiany gazowej ptuc sklada sie z milionéw pecherzykéw prucnych, ktore sg
wyscielone cienkim nabtonkiem plaskim, ktéry umozliwia fatwa dyfuzje tlenu i dwutlenku
wegla. Kolejnym typem komorek tworzacych pecherzyki plucne sg sze$cienne komorki
pneumocyty typu II. Sa one odpowiedzialne za produkcje surfaktantu, ktory sktada si¢ gléwnie
z dipalmitoilofosfatydylocholiny. Pemi on kluczowg role w obnizaniu napiecia
powierzchniowego wody, dzigki czemu umozliwia skuteczng wymiane gazowa (Rokicki et al.

2016).

1.3.2  Funkcje nabfonka oddechowego
Nablonek oddechowy dzigki zdolno$ci do tworzenia szczelnych potgczen
mi¢dzykomoérkowych dziala jako bariera przeciwko patogenom i zanieczyszczeniom,
wydzielajgc $luz i utatwiajac oczyszczanie $luzowo-rzgskowe. Umozliwia rowniez skuteczng

wymiang gazowa w plucach, co jest kluczowe dla oddychania komérkowego i utrzymania
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poziomu tlenu w organizmie. Ponadto nablonek oddechowy przyczynia si¢ do regulacji
mechanizméw immunologicznych i poziomu stanu zapalnego, wykrywajac i reagujac na
atakujace patogeny, jednocze$nie minimalizujac uszkodzenia tkanek. Odgrywa réwniez role
sensorycznag w wykrywaniu zapachOw i substancji draznigcych, wyzwalajac reakcje
odruchowe, takie jak kaszel lub kichanie. Elementy te sa réwniez bardzo wazne w procesach
zapobiegania infekcjom i uszkodzeniom innych tkanek organizmu poprzez wniknigcie
potencjalnie szkodliwych substancji obcych. Jego funkcje w ochronie barierowej, wymianie
gazowej, nadzorze immunologicznym i percepcji sensorycznej podkreslaja jego znaczenie
w ochronie organizmu i optymalizacji funkcji oddechowych. (Rackley i Stripp 2012).
Komorki znajdujace si¢ w nablonku oddechowym majg rowniez mozliwos¢ regeneracji
po uszkodzeniu wywolanym przez wdychane czastki stale. Komdrki podstawne,
przytwierdzone do blony podstawnej przez hemidesmosomy, moga réznicowacd si¢ w inne typy
komoérek znajdujgce si¢ w nabtonku. Reaguja one na uszkodzenia i dzialaja w obronie
antyoksydacyjnej nablonka drog oddechowych i transepitelialnym ruchu wody (Kia’i i Bajaj
2024). Zrozumienie roli, ktore petni nablonek drég oddechowy jest kluczowe dla opracowania

strategii skutecznego zapobiegania i leczenia chorob uktadu oddechowego, szczegdlnie tych

wywolywanych przez pyly miejskie.

1.4 Mitochondria

1.4.1 Budowa i funkcje mitochondriéw

Mitochondria to organelle wewnatrzkomorkowe stanowigce nawet 20% lub wigcej
calkowitej objetosci komoérki (W. Martin i Mentel 2010). Mitochondria pelnia szereg
kluczowych funkcji z punktu widzenia fizjologii komorki. Najwazniejsza rolag mitochondriow
jest synteza ATP poprzez fosforylacje oksydacyjng. Reguluja komoérkowy poziom jonow
wapnia, apoptoz¢, produkcje reaktywnych form tlenu (RFT), a takze majg swoj udziat w
szlakach przekazywania sygnalow w komoérkach (Simcox i Reeve 2016).

Prawdopodobnie, mitochondria pierwotnie powstaly w wyniku endosymbiozy
z przodka alfa eubakterii, ktory zostal wchloniety przez komorke gospodarza (Simcox i Reeve
2016). Mialo to miejsce najprawdopodobniej w okolicach 1,5 miliarda lat temu (Gray 1992).

Ksztalt mitochondriéw moze ulega¢ dynamicznym zmianom. Organelle te sg zazwyczaj
owalne, ale moga tez by¢ bardziej rozszerzone i siateczkowate, a takze przypominaé struktury
w ksztalcie precikow (Simcox i Reeve 2016). Mitochondria sa otoczone dwiema blonami

biologicznymi (Rysunek 2). Zewnetrzna blona oddziela cytozol od przestrzeni
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mi¢dzyblonowej, a jej sklad jest podobny do blony komoérkowej. Zewnetrzna blona
mitochondrialna umozliwia transport matych czasteczek (rozpuszczalnych w lipidach) do
przestrzeni migdzyblonowej na drodze dyfuzji. Z kolej transport matych biatek (<5 kDa) i
bialek hydrofilowych zachodzi przez poryny, kanal anionowy zalezny od napiecia (VDAC,
ang. voltage-dependent anion channel). Wewnetrzna blona mitochondrialna oddziela
przestrzen migdzyblonows od macierzy mitochondrialnej. Jest selektywna dla jonéw wapnia
czy potasu oraz protonow. Jej sklad znacznie rozni si¢ od skfadu mitochondrialnej btony
zewnetrznej, poniewaz blona wewnetrzna zawiera wigksze ilosci kardiolipiny oraz biatek niz
biona zewnetrzna. Biatka w blonie wewngtrznej pelnig szereg waznych funkcji z punktu
widzenia fizjologii tych organelli, migdzy innymi uczestniczag w $ciezkach przekazywania
sygnatoéw czy prowadzenia fosforylacji oksydacyjnej (Simcox i Reeve 2016).

Unikalng cechg mitochondriéw jest to, ze podobnie jak jadro komoérkowe zawieraja
informacje genetyczng. Posiadaja wlasny genom, ktéry koduje 13 biatek laficucha
oddechowego. Jednak, wigkszo$¢ gendw kodujacych biatka mitochondrialne znajduje sie
w genomie jadrowym. Zatem, biatka te muszg by¢ importowane do mitochondriéw. Warto
zwroci¢ uwagg, ze aby wigksze czasteczki biatka mogty trafi¢ do mitochondriéw, wymagaja
okreslonych sekwencji kierujacych. Dost¢p do przestrzeni migdzybtonowej oraz macierzy
mitochondrialnej organelli jest regulowany glownie przez dwa biatka transportowe, translokaza
blony zewngtrznej (TOM, ang. translocator of the outer membrane) i translokaza blony
wewngtrznej (TIM, ang. translocator of the inner membrane) (Simcox i Reeve 2016).

W strukturze macierzy mitochondrialnej widoczne sg wewnetrzne faldy blony
biologicznej, zwane grzebieniami mitochondrialnymi, ktore zwigkszajg powierzchnie procesu
fosforylacji oksydacyjnej i utrzymanie gradientu protonéw (Simcox i Reeve 2016). Dawniej
uwazano, ze to wglgbienie wewnetrznej blony mitochondrialnej powoduje powstawanie
grzebieni mitochondrialnych. Jednak analiza wykonana za pomocg mikroskopii elektronowej
wykazata, ze ten model jest niedoktadny, poniewaz grzebienie tak naprawde powstajg
z odrgbnej blony polaczonej z przestrzenia migdzyblonowsg za pomocg polaczen tubularnych
(Frey i Mannella 2000). Strukture mitochondriéw podsumowano na Rysunku 3.
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Rysunek 3. Schematyczna budowa mitochondriow. Na rysunku zaznaczono blong zewngtrzng
i wewnetrzng, przestrzefi miedzyblonowa, grzebienie mitochondrialne, macierz mitochondrialna,
ziarnisto$ci, rybosomy oraz mitochondrialne DNA. Opracowanie wiasne. Rysunek wykonano
w programie BioRender.com.

Liczba mitochondriéw znajdujaca si¢ w danej komérce moze wskazywaé jak wysokie
jest jej zapotrzebowanie na energi¢. Komorki nalezace do tkanek wymagajacych wigkszej ilosci
energii, na przyktad komérki migéni szkieletowych, kardiomiocyty i neurony maja wigksza
liczbg mitochondridw niz komorki np. skory (Simcox i Reeve 2016).

Produkcja energii w mitochondriach polega na syntetyzowaniu czasteczek ATP
w procesie fosforylacji oksydacyjnej, ktora jest sposobem tlenowego metabolizmu glukozy.
Fosforylacja oksydacyjna jest znacznie bardziej wydajna niz fosforylacja substratowa
w beztlenowym metabolizmie glukozy podczas glikolizy. Synteza ATP w mitochondriach
zachodzi poprzez transport elektronéw pomigdzy laficuchem kompleksow biatek
zlokalizowanych w wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Ten lafdcuch kompleksow
biatkowych nazywany jest taficuchem transportu elektronow (ETC, ang. electron transport

chain) (Simcox i Reeve 2016) i zawiera:
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kompleks I - oksydoreduktaza NADH (NADH, ang. nicotinamide adenine dinucleotide)
katalizuje utlenianie NADH, pochodzgcego z cyklu kwasu cytrynowego, ktory jest
donorem dwoch elektronéw, ktore przechodza do mononukleotydu flawinowego.
Nastepnie zachodzi redukcja ubichinonu do ubichinolu. To ten transfer elektronow jest
sprzezony z przemieszczeniem si¢ czterech protondw przez wewngtrzna blone
mitochondrialng (Simcox i Reeve 2016). Kompleks I jest najwigkszy pod katem masy
molekularnej (980 kDa) i u ssakow sklada sie z 46 podjednostek, z ktérych 7 jest
kodowana przez geny znajdujace si¢ w genomie mitochondrialnym (Koopman et al.
2010; Lenaz et al. 2006),

kompleks II, czyli oksydoreduktaza bursztynianu/ubichinonu, odpowiada za utlenianie
bursztynianu do fumaranu w cyklu Krebsa. Elektrony, ktore postaty w tej reakcji redoks
sg przekazywane do lafcucha transportu elektronéw poprzez redukcj¢ ubichinonu.
Transport elektronéw nie jest w tym przypadku zwigzany z transportem protondw.
Kompleks II jest najmniejszym kompleksem tancucha ETC, ktory sklada si¢ z czterech
podjednostek. Genu kodujace biatka kompleksu II znajduja si¢ w genomie jadrowym
(Cecchini 2003; Yankovskaya et al. 2003; Horsefield et al. 2004),

kompleks III, oksydoreduktaza koenzym Q - cytochrom c to enzym, ktéry katalizuje
utlenienie ubichinolu. Jednocze$nie nastgpuje redukcja dwoch czasteczek cytochromu
c. Kompleks III jest ztozony z dwoch kompleksow, z ktérych kazdy zawiera po 11
podjednostek, w tym jedna jest produktem genu kodowanego przez genom
mitochondrialny, a takze trzy cytochromy — cytochrom c1 i dwa cytochromy b (Iwata
et al. 1998),

kompleks IV - oksydaza cytochromu c katalizuje redukcje tlenu. Podczas gdy elektrony
przemieszczaja signa tlen czasteczkowy, lacznie osiem protondw  jest
przemieszczanych przez wewnetrzng blon¢ mitochondrialng, generujac gradient
protondw, ktory zostanie pozniej wykorzystywany przez koncowy kompleks
fosforylacji oksydacyjnej w celu wytworzenia czasteczki ATP (Tsukihara et al. 1996).
Kompleks IV jest zbudowany z 13 podjednostek, z ktorych trzy sa trzy sa kodowane
przez genom mitochondrialny (COXI, II, IIT) (Tsukihara et al. 1996),

syntaza ATP, enzym ten syntetyzuje czasteczki ATP z adenozynodifosforanu (ADP)
ifosforanu nieorganicznego dzigki energii zgromadzonej w  gradiencie

elektrochemicznym. Syntaza ATP to duzy kompleks, ktory sktada si¢ z 16 podjednostek
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(Rubinstein et al. 2003), zawiera dwie podjednostki kodowane przez genom

mitochondrialny (Ferguson 2000; Yoshida et al. 2001).

Oprocz udzialu w syntezie ATP na drodze fosforylacji oksydacyjnej, mitochondria
pelnig szereg innych waznych funkcji w procesach fizjologicznych zachodzacych w komérce.
Jednym z tych proces6w jest $mier¢ komérkowa na drodze apoptozy. W przebiegu tego rodzaju
$mierci komorkowej zachodzi kurczenie si¢ komorek, powstaja pecherzyki blonowe, dochodzi
rowniez do fragmentacji jadra komorkowego, a takze kondensacji chromatyny jadrowej. Po
tych zmianach morfologicznych komorka ulega dalszej fragmentacji, a nastgpnie jest
degradowana przez makrofagi. W komorkach ssakéw wystepuja dwie gtéwne Sciezki apoptozy,
Sciezka wewnetrzna i $ciezka zewnetrzna. Mitochondria odgrywaja kluczowa role w obydwu
$ciezkach. Wewngtrzna §ciezka jest kontrolowana przez produkty genéw z rodziny Bcl-2, ktore
kieruja szlakami przekazywania sygnalow, w efekcie ktorych nastgpuje uwalnianie
proapoptotycznych bialek z przestrzeni miedzybtonowej mitochondriéw (Pradelli et al. 2010;
Simcox i Reeve 2016). Druga $ciezka — zewngtrzna, polega na aktywacji kaspazy-8, utworzeniu
kompleksu sygnalizacyjnego, ktory inicjuje kaskade szlaku sygnalowego. W efekcie prowadzi
to do zwigkszenia przepuszczalno$ci zewngtrznej blony mitochondrialnej i uwolnienia
cytochromu ¢ z przestrzeni mi¢dzyblonowej, co jest sygnalem do dalszych reakcji
prowadzacych do $mierci na drodze apoptozy (Simcox i Reeve 2016).

Mitochondria maja swoj udziat réwniez w $mierci komérkowej na drodze nekrozy.
Smieré nekrotyczna komérek charakteryzuje si¢ zwiekszaniem ich objetosci, wyczerpaniem
dostepnej puli ATP i przerwaniem cigglo$ci blon biologicznych. Nekroza moze wystgpié
mie¢dzy innymi w odpowiedzi na uszkodzenie na drodze ischemii. Powoduje to spadek pH
w odpowiedzi na warunki beztlenowe i znaczne zmniejszenie ilosci ATP, co powoduje wzrost
poziomu wewnatrzkomorkowego wapnia. Te zmiany w poziomach wapnia moga nastgpnie
wywola¢ otwarcie mPTP (mPTP, ang. mitochondrial permeability transition pore), co z kolei
znacznie zmienia przepuszczalno$¢ wewnetrznej blony mitochondrialnej i skutkuje spadkiem
potencjalu wewnetrznej btony mitochondrialnej, zaktoca fosforylacje oksydacyjng i powoduje
pecznienie macierzy, a tym samym zaburzenie struktury grzebienia mitochondrialnego.
Prowadzi to do pegknigcia zewngtrznej blony mitochondrialnej i aktywacji szeregu enzymow
hydrolitycznych. W efekcie tych zmian zachodzi §mieré komoérkowa na drodze nekrozy
(Orrenius et al. 2015; Morciano et al. 2015).
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Rysunek 4. Na rysunku zaznaczono biatka blonowe odpowiedzialne za transport bialek do
mitochondriéw, takie jak TIM23 (ang. translocase of the inner membrane 23) oraz TIM22 (ang.
translocase of the inner membrane 22), biatka ASICla (ang. acid-sensing ion channel 1a) 1 receptor N-
metylo-D-asparaginianowy (NMDAR, ang. N-methyi-D-aspartate receptor), a takze biatka IMAC (ang.
inner mitochondrial anion channel), BKc. (ang. large-conductance calcium-activated potassium
channel), IKCa (ang. intermediate-conductance calcium-activated potassium channel), TASK-3 (ang.
TWIK-related acid-sensitive K* channel 3), Kate (ang. ATP-sensitive potassium channel), Kv1.3 (ang.
voltage-gated potassium channel subunit Kvl.3), SKca (ang. small-conductance calcium-activated
potassium channel), RyR (ang. ryanodine receptor), MCU (ang. mitochondrial calcium uniporter),
Mrs2 (ang. mitochondrial RNA splicing 2 protein) oraz PTP (ang. permeability transition pore)
umozliwiajagce przeplyw jonéw przez wewngtrzna blon¢ mitochondrialng. Dodatkowo zaznaczono
gtéwne czynniki aktywujgce (Ca?*, RFT - czarne strzatki) lub hamujace (ATP - czerwone linie)
aktywnos¢ kanalow. Na podstawie (Szabo i Zoratti 2014).

Kolejng wazng funkcja, ktéorg mitochondria pemia w komorce jest buforowanie
i utrzymywaniu homeostazy jonéw wapnia. Jony wapnia sa wtornymi przekaznikami w wielu
szlakach sygnalowych i majg wplyw uwalnianie neuroprzekaznikéw i regulujg ekspresje
genow. Przekazywanie sygnatéw z udziatem jonéw wapnia jest tez wazne w procesach $mierci
komoérkowej na drodze apoptozy i nekrozy (Simcox i Reeve 2016; Clapham 2007).
Mitochondria maja zdolnos¢ do akumulowania wapnia dzigki obecnosci uniportera (MCU) w
wewngetrznej blonie mitochondrialnej, co pozwala na transport joné6w wapnia do macierzy
mitochondrialnej zgodnie z gradientem potencjatu elektrochemicznego. Z kolei transport
wapnia przez zewnetrzng blong mitochondrialng odbywa si¢ poprzez VDAC (Gincel et al.
2001; Keinan et al. 2013; Weisthal et al. 2014). Mitochondria produkuja reaktywne formy tlenu

na drodze fosforylacji oksydacyjnej. Ma to miejsce gldwnie poprzez aktywno$¢ kompleksow I
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i III taficucha oddechowego. Kompleksy te wytwarzaja ponadtlenek (O2™ ), ktéry moze by¢
nastepnie przeksztalcony w inne czgsteczki wolnych rodnikéw, w tym nadtlenek wodoru
i nadtlenoazotyn, poprzez reakcje z dysmutaza ponadtlenkowg 2 (SOD2, ang. superoxide
dismutase 2) lub NO (Murphy 2009). Z kolei, reaktywne formy tlenu moga uszkadza¢ organelle
komorek, ale sg rowniez waznymi elementami licznych szlakoéw przekazywania sygnalow, na
przyktad tych prowadzacych do biosyntezy biatek odpowiedzialnych za reakcje
antyoksydacyjne (St-Pierre et al. 2006).

1.4.2 Uszkodzenia mitochondridw przez pyty miejskie

Ostatnio wykazano, ze uszkodzenia mitochondribw mogg prowadzi¢ do zaburzen
funkcjonowania catych komoérek glownie z uwagi na udzial w procesie starzenia si¢ komérek
prowadzacego do ich $mierci. Ekspozycja na pyly miejskie moze uszkadza¢ mitochondria
glownie na drodze stresu oksydacyjnego. Uszkodzenia wigza si¢ rOwniez z zaburzong
integralnos$ci btony (Guo et al. 2017), zmianami w transporcie protonow (X. Li et al. 2016),
uposledzeniami metabolizmu (R. Gao et al. 2017) zaburzeniami autofagii (Zhen et al. 2019).
Sktadnikami PM, ktore sa opisywane jako przyczyny tych zaburzen funkcjonowania
mitochondriow sg azotany, wielopierScieniowe weglowodory aromatyczne i wegiel. Ze
wzgledu na to, ze te skladniki generuja uszkodzenia mitochondriéw na drodze stresu
oksydacyjnego, moga si¢ tez przyczyniaé do wzrostu poziomu stanu zapalnego w obrgbie
tkanki (Van Den Heuvel et al. 2016).

Reaktywne formy tlenu powstajagce w odpowiedzi na zaburzenia funkcjonowania
mitochondriéw pod wptywem ekspozycji na PM prowadzg do szeregu negatywnych efektow
z punktu widzenia fizjologii tych organelli. Pierwszym 2z nich s3 uszkodzenia
mitochondrialnego DNA (mtDNA). W przypadku nadprodukcji RFT, dysmutaza
ponadtlenkowa nie katalizuje neutralizacji wszystkich reaktywnych form tlenu i w efekcie
pozostale wolne rodniki uszkadzaja nici DNA (Breton et al. 2019; X. Gao et al. 2017;
Grevendonk et al. 2016). Co wazne, mtDNA jest o wiele bardziej narazone na uszkodzenia ze
strony reaktywnych form tlenu, poniewaz w przeciwienstwiec do DNA jadrowego nie jest
chronione otoczka jadrows (Chew et al. 2020).

Kolejnym elementem mitochondriéw, ktory jest szczegolnie narazony na uszkodzenia
w wyniku ekspozycji na PM sg bialka mitochondrialne. RFT powstate w odpowiedzi na PM
moga utleniaé rowniez biatka. Proces ten prowadzi do deformacji strukturalnej biatka,

dezintegracji komplekséw, degradacji ich czasteczek. Moze to réwniez skutkowac utrata
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mozliwosci do pehlienia fizjologicznych funkcji biatek (Berlett i Stadtman 1997,
Chondrogianni et al. 2014; Hensley i Floyd 2002; Chew et al. 2020; Lodovici i Bigagli 2011).

W efekcie narazenia na dzialanie pyléw miejskich uszkodzeniu moga ulegaé
rowniez lipidy tworzace blony biologiczne, réwniez te wchodzace w sklad zewngtrznej
1 wewnetrznej blony mitochondrialnej. Peroksydacja lipidow powoduje zmiang ich struktury.
To z kolei ma negatywny wplyw na struktur¢ podwojnej blony mitochondrialnej i moze
prowadzi¢ do dezintegracji kompleks6w btonowych. Naruszona integralno$¢ strukturalna bton
biologicznych w mitochondriach prowadzi do uwolnienia RFT i czynnikow proapoptotycznych
do cytoplazmy. Rozpoczyna to kaskade sygnatowa szlakow stresu komorkowego. (Chew et al.
2020; Keller et al. 1998; Zhen et al. 2019). Uszkodzeniom moze tez ulega¢ struktura grzebieni
mitochondrialnych, w szczegdlnosci przy narazeniu na pyty ultradrobne (N. Li et al. 2003).

Uszkodzenie mitochondriow pod wplywem ekspozycji na PM wywoluje
aktywacj¢ mechanizméw ochronnych w komoérkach, na przyktad szlaku odpowiedzi
antyoksydacyjnej (Kanninen et al. 2015; Vomund et al. 2017). Warto zwrdci¢ uwage, ze
ekspozycja komoérek na antyoksydanty lub aktywacja sygnalizacji jadrowego czynnika
transkrypcyjnego pochodzenia erytroidalnego typu 2 (NRF2, ang. nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) przed podaniem PM wywoluje efekt ochronny przed uszkodzeniami komorek
1ich komponentéw, w tym mitochondriéw (Pardo et al. 2019; Soberanes et al. 2019; Zhong et
al. 2017). Moze to stanowi¢ wazny element w poszukiwaniu strategii ochronnych
skierowanych do os6b narazonych na wysoka ekspozycje na zanieczyszczenia powietrza,
w tym pyly miejskie, ale wymaga dalszych badan.

Mitochondria komérek tworzacych tkanki uktadu oddechowego sg bezposrednio
narazone na uszkodzenia wywolane przez pyly miejskie. Negatywny efekt na funkcjonowanie
mitochondriéw komorek drog oddechowych pod wptywem ekspozycji na PM potwierdzono
w doswiadczeniach in vivo z udzialem gryzoni. Eksperymenty z udzialem szczurow
narazonych na PM2,5 wykazaly, ze uszkodzenie ptuc pod wplywem ekspozycji na PM jest
silnie zwigzane z nieprawidlowo$ciami w obrebie struktury i funkcji mitochondriow.
Zaburzenia te obejmowaly wzrost objetosci mitochondriéw, zaburzenia struktury grzebienia
mitochondrialnego, mniejsza aktywno$¢ mitochondrialnej manganowej dysmutazy
ponadtlenkowej (MnSOD, ang. mitochondria-located manganese superoxide dismutase),
zaklécenie dynamiki fuzji i peroksydacja lipidow w mitochondriach (R. Li et al. 2015).
Wykazano réwniez, ze ekspozycja na PM2,5 skutkowata zapadnigciem si¢ pecherzykow

plucnych czy zapaleniem pluc. Zauwazono réwniez uszkodzenia oksydacyjne w obrebie
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komoérek i mitochondriow w plucach charakteryzujacych si¢ zwigkszong peroksydacjg lipidow

oraz zmniejszonym stosunkiem glutationu do disiarczku glutationu (Riva et al. 2011).

1.5 Kanaty jonowe

Biatka kanalowe (kanaty jonowe) to przezbtonowe struktury w btonach biologicznych,
ktére umozliwiajg okreslonym jonom, gléwnie Na*, K*, Ca?* lub CI szybka dyfuzje zgodna
z gradientami elektrochemicznymi. Wydajno$é transportu jondéw przez kanaty jonowe jest
stosunkowo wysoka. Kanaly jonowe majg przewage nad no$nikami, poniewaz przez jeden
otwarty kanal moze przej$¢ do miliona jonéw na sekunde¢. Szybkos¢ ta jest okolo 1000 razy
wigksza niz transport prowadzony przez jakiekolwiek znane biatko no$nikowe. Transport
jondéw przez kanaty odbywa si¢ wylgcznie z gradientem stgzen, tzn. biora one udziat

w transporcie pasywnym, zgodnym z gradientem (Rysunek 5, Tabela 3).

Z kolei, transport aktywny to mechanizm przemieszczania czasteczek wbrew
gradientowi stezen, wymagajacy udzialu wyspecjalizowanych biatek blonowych oraz
dostarczenia energii. Proces ten wystepuje w dwdch podstawowych formach: pierwotnej oraz
wtornej. Pierwotny transport aktywny wykorzystuje energi¢ pochodzaca bezposrednio
z hydrolizy ATP, czy na przyklad absorpcji §wiatla, co umozliwia zmian¢ konformacji biatek
przenos$nikowych i przemieszczanie jonow przez blong biologiczng. Klasycznym przykladem
jest pompa sodowo-potasowa (Na*, K*~-ATPaza), ktéra w sposob skoordynowany transportuje
trzy jony sodu na zewnatrz blony i umozliwia przemieszczenie dwoch jonéw potasu do jej
wnetrza. Mechanizm ten odpowiada za utrzymanie gradientéw elektrochemicznych
niezb¢dnych do przewodnictwa nerwowego, transportu wtérnego i zachowania potencjalu
spoczynkowego blony. Sprz¢zenie transportu jondw z hydroliza ATP jest $ciste, a w warunkach
odwréconego gradientu stezen ten sam system moze dziata¢ w kierunku syntezy ATP, co
podkresla jego znaczenie w homeostazie energetycznej komorki (Klyszejko-Stefanowicz
2015). Podsumowanie rodzajow transportu przez btony biologiczne zostato przedstawione na
Rysunku 5. Transport przez kanaly jonowe poréwnano z innymi no$nikami w Tabeli 3.
Zdolno$¢ do kontrolowania przeplywow jonow przez te kanaly jest niezbedna dla wielu funkcji
komoérkowych, takich jak odbierania, przewodzenia i przesytania sygnatéw migdzy komoérkami
(Alberts et al. 2002). Ostatnio odkryto znaczacg role kanatéw jonowych w cytoprotekcji (Sun i
Feng 2013; Maliszewska-Olejniczak et al. 2025; Sato et al. 2005).
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Wyzsze stezenie jonéw

poRoCRTRRSRODEOOBO [T 1}

peooboephOOOEOOBE eee

® -]
Energia

Dyfuzja prosta Kanal Przenosnik ATPaza

Nizsze stezenie jondw

Rysunek 5. Sposoby transportu jonéw przez blony biologiczne. Zaznaczono dyfuzj¢ prosta, transport
przez kanal, przeno$nik/transporter oraz transport aktywny. Dla przeno$nika i niebieskie kulki
oznaczaja jony. Rysunek wykonano w programie Biorender.com.

Tabela. 3 Poréwnanie transportu joné6w przez kanaty jonowe, przenosniki/transportery i pompy.

Rodzaj transportu Bierny Aktywny
Rodzaj Kanal jonowy Nognik Pompa
Selektywnosé 10-20x Posrednia Bardzo wysoka
Szybkos¢ (jony/s) 10° <1000 100
Transport w )

_ ] Zgodnie Zgodnie/wbrew Whbrew
kontekscie gradientu
Wymog dostarczenia .

. Nie Nie Tak
energii
Jony/zmiana
. Wiele Ok. 1 1-kilka

konformacji

1.5.1 Kanat potasowy typu BKca
W komorkach nablonkowych oprocz transportu przez blony biologiczne jony sa
réwniez transportowane przez warstwy komoérek. Te procesy fizjologiczne sg czgSciowo

realizowane przez bialka super rodziny kanaléw jonowych bramkowanych napigciem. Ta super
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rodzina kanatow jest jedna z najwiekszych grup bialek przekazywania sygnatu, zajmujac trzecie
miejsce po receptorach sprzezonych z biatkiem G 1 kinazach biatkowych (Yu 1 Catterall 2004).
Kazdy kanat tej rodziny zawiera podobna strukture poru, zwykle kowalencyjnie przylaczong
do domen regulacyjnych, ktore regulowane sa przez zmiany napigcia blony, czy
wewnatrzkomoérkowe czasteczki sygnatowe. W tej super rodzinie biatek kanatowych opisano:
kanaly sodowe (Nay), wapniowe (Cay) i potasowe (K,) bramkowane napi¢ciem; kanaly
potasowe aktywowane wapniem (Kca); kanaly jonowe modulowane cyklicznymi
nukleotydami; kanaly receptora przejsciowego potencjatu (TRP); kanaly potasowe
prostownicze (Kj); 1 kanaty potasowe dwuporowe (Kop) (Yu i Catterall 2004). Na rysunku 6

przedstawiono schemat zalezno$ci sekwencji aminokwaséw w obszarach porow rodziny

kanaléw jonowych.
\J”lﬁl an Na ﬂ»&jﬂn
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1012  CNeB Ca2 cayt
B K\,ﬂKV12 \Y o Nay
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‘-IK\,.1 9 K \ . TRPC J
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Rysunek 6. Drzewo filogenetyczne rodziny kanatéw jonowych. Na podstawie (,,Jon channel families |
TUPHAR/BPS Guide to PHARMACOLOGY”, b.d.).
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Kanaty potasowe sg najwickszg rodzing spo$réd tych wystepujacych w blonach
biologicznych organizméw zywych. Kanaly te obecne sa zaré6wno w pobudliwych
i niepobudliwych komérkach. Wérdd kanatéw potasowych wyrdzni¢ mozna kanaly potasowe
aktywowane przez jony Ca®* (kanaty Kc.) (Faber i Sah 2003; K. R. Shah et al. 2021).

Rodzing kanatéw K¢, mozna podzieli¢ na trzy gtéwne podrodziny na podstawie ich
przewodnictwa. Pierwszg podrodzina sa kanaty SK (niskie przewodnictwo - 4-14 pS).
Obejmuje ona trzy izoformy kanatéw potasowych: Kca2.1 (SK1), Kca2.2 (SK2) 1 Kca2.3 (SK3).
Kolejng podrodzing stanowig kanaly o $rednich wartosciach przewodnictwa - IK
(przewodnictwo - 32-39 pS). Kca2.x i Kca3.1 sg regulowane wylgcznie przez zmiany st¢Zenia
Ca?". Trzecig podrodzine stanowia kanaly BKc. lub inaczej Kcal.1, Slo1 (duze przewodnictwo
- 200-300 pS). Kanaty te s3 aktywowane przez wzrost wewnatrzkomérkowego stezenia Ca?*
1 potencjat blonowy, jednak sg mniej wrazliwe na zmiany st¢Zenia wapnia niz dwie pozostate
podrodziny kanaléw Kca (K. R. Shah et al. 2021; Ishii et al. 1997; Cox 2011). Rodziny kanaléw

jonowych podsumowano na Rysunku 6.

Kanaly Kca pelnig szereg waznych funkcji z punktu widzenia funkcjonowania komoérki.
Naleza do nich:
e regulacja stezenia wewnatrzkomorkowego jonéw Ca®*,
e regulacja potencjatu blonowego,
¢ utrzymanie homeostazy poziomu jonéw K,
e regulacja objetosci komorek,

e rola w uwalnianiu neuroprzekaznikéw (K. R. Shah et al. 2021).

Kanaly potasowe o duzym przewodnictwie (BKca) sa aktywowane przez wapn oraz
regulowane zmianami polaryzacji blony biologicznej (glownie przy depolaryzacji blony).
Zalezno$¢ tych kanatéw od wapnia zmienia si¢ w zalezno$ci od potencjat blony — stala
dysocjacji (Kd) wapnia mieSci si¢ w zakresie mikromolarnym przy potencjalach
spoczynkowych blony (~—60 mV), i w zakresie nanomolarnym przy depolaryzacji (+20 do +40
mV). W skrajnych sytuacjach, kanaty te moga si¢ otwiera¢ przy niskim poziomie wapnia
i odpowiednich wysokich wartosciach potencjatu (Faber i Sah 2003). Strukture kanalu BKca

zaprezentowano na Rysunku 7. Dodatkowo zaznaczono podjednostki regulatorowe typu p.
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Rysunek 7. Struktura kanalu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego wapniem (kanat
BKGc,). Kanal BKc, to kompleks zlozony z tetrameru, ktory tworza cztery podjednostki o tworzace por
i cztery podjednostki p regulujace. Podjednostka o obejmuje domeny transbtonowe (S0-S6) na koncu N
i domeny wewnatrzkomorkowe (S7-S10) na koncu C. Por powstaje migdzy S5 i S6, a segment S4
stanowi sensor napi¢cia. Miejsce fosforylacji dla kinazy PKA (ang. protein kinase A) znajduje si¢ w
domenach transblonowych, z kolei miejsca dla PKC (ang. protein kinase C) i PKG (ang.
protein kinase G) znajduja si¢ w domenach wewnatrzkomérkowych. Segmenty S7-S10 s3 powigzane
z regulacyjng domeng przewodnictwa potasu (RCK1 i RCK2). Opis irysunek przygotowano na
podstawie (Al-Karagholi 2023).

Geny KCNMA1 oraz KCNMB 1-4 s3 odpowiedzialne za kodowanie podjednostek o oraz
B1- B4 kanatu BKca (Sakai et al. 2011). Alternatywne sktadanie genu kodujacego podjednostke
a prowadzi do powstania r6znych izoform tego kanatu potasowego. Na przyktad, w komérkach
glejaka mozgu odkryto wariant kanatu mitoBK ¢, nazywanego STREX, ktory reaguje na bodzce
mechaniczne (Walewska et al. 2018). Z kolei w mitochondriach pochodzacych z komoérek serca
zidentyfikowano izoforme kanalu BKc.-VEDEC, ktora wyr6znia si¢ unikalng sekwencja 50
aminokwasow. Kluczowe znaczenie ma tutaj sekwencja VEDEC na C-koncu podjednostki a,
ktora kieruje kanat BKca do wewngtrznej btony mitochondrialnej (Harpreet Singh et al. 2013).

Wykazano, ze aktywacja mitochondrialnych kanaléw potasowych (mitoK) powoduje
zmiany W objeto$ci macierzy mitochondrialnej i oddychaniu komérkowym. Moze tez zmieniaé
wartoéci potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej (Checchetto et al. 2016). Odkryto, ze
wszystkie te wla$ciwosci sg istotne w regulacji syntezy mitochondrialnych reaktywnych form
tlenu (mitoRFT). Dlatego, uwaza si¢, ze zmiany aktywnosci kanaléw potasowych, obecnych
w wewngtrznej blonie mitochondrialnej s zaangazowane w regulacje poziomu wolnych
rodnikéw (Akopova et al. 2020). Zmiany zachodzace w komorce w efekcie transportu potasu
do macierzy mitochondrialnej podsumowano na Rysunku 8.
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Rysunek 8. Skutki transportu jonéw potasu do macierzy mitochondrialne;.

1.5.2 Aktywatory i inhibitory kanatu typu BKca

Farmakologia rodziny kanatéw BKca jest calkiem dobrze poznana. Kanaly te moga by¢
regulowane nie tylko poprzez czynniki endogenne, jak jony wapnia, czy napigcie, ale rowniez
przez zwiazki dostarczane do komorek z zewnatrz. Obecnie trwaja poszukiwania nowych
selektywnych aktywatoréw, ktore zwigkszajg naptyw potasu do macierzy mitochondrialnej, co
moze prowadzi¢ do cytoprotekcji. Aktywatory kanatéw BK ca obejmujg substancje syntetyczne,
takie jak NS1619 (1,3-Dihydro-1[2-hydroksy-5-(trifluorometylo)fenylo]-5-(trifluorometylo)-
2H-benzimidazol-2-on) i NS11021 (N'-[3,5-Bis (trifluorometylo) fenylo]-N-[4-bromo-2-(2H-
tetrazol-5-ilo) fenylo]-tiomocznik) (Testai et al. 2013; Hannigan et al. 2016; Leanza et al. 2019;
Kampa et al. 2021), CGS7184 (1 - [[(4-chlorofenylo) amino] okso]-2-hydroksy-6-
trifluorometylo-1H-indolo-3-karboksylan etylu) (Augustynek et al. 2018), oraz substancje
pochodzenia naturalnego, takie jak np. naringenina. Ponadto, do znanych inhibitoréw kanalow
BKcs, ktore hamuja aktywnos$¢ kanalow typu BK, naleza paksylina, penitrem A, czy tez
iberiotoksyna pochodzenia naturalnego (IbTx, ang. iberiotoxin) (Testai et al. 2013; Hannigan
et al. 2016; Leanza et al. 2019; Kampa et al. 2021). Schemat skutk6w transportu jonéw potasu

1 protondw przez wewnetrzng btong mitochondrialng podsumowano na Rysunku 9.
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Rysunek 9. Uproszczony schemat transportu jonéw potasu i protondw przez wewnetrzna blong
mitochondrialng. Na rysunku zaznaczono kanat potasowy, ETC - tancuch transportu elektrondw oraz
KHE - wymiennik proton/potas (ang. K'/H" exchanger).

1.6 Cytoprotekcja

Cytoprotekcja to proces, w ktorym substancje chemiczne zapewniaja ochrong¢ przed
szkodliwymi czynnikami uszkadzajacymi komoérki (Diwanay et al. 2004). Substancje
cytoprotekcyjne mogg dziala¢ migdzy innymi na zasadzie ochrony przed uszkodzeniami
wywolywanymi przez np. reaktywnych form tlenu. Jest to mozliwe na zasadzie dwoch
mechanizméw (Dinkova-Kostova i Talalay 2008). Pierwszy to bezpo$rednie dzialanie
antyoksydacyjne — reakcje redoks z udzialem antyoksydantu i RFT, ktére prowadza do
powstania nieszkodliwych dla komérek zwigzkow. Drugi mechanizm polega na aktywacji
przez zwiazek o dzialaniu cytoprotekcyjnym szlakéw przekazywania sygnalow w komorce,
ktore prowadza do aktywacji komorkowych mechanizméw antyoksydacyjnych (Mehta et al.
2018; Dinkova-Kostova i Talalay 2008).

Waznym rodzajem cytoprotekcji jest chemoprotekcja. Termin ten odnosi si¢ do
cytoprotekcji przeciw §rodkom chemioterapeutycznym. Terapie przeciwnowotworowe
powoduja ostra i przewlekla toksyczno$é. Obejmuje ona nie tylko komorki nowotworowe, ale
réwniez komorki prawidlowe (Diwanay et al. 2004). Cytotoksyczno$¢ chemioterapeutykow
wobec zdrowych komoérek nalezy modulowaé, aby poprawi¢ skuteczno$¢ leczenia. Istnieja
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zwiazki, ktére mogg dziataé chemoprotekcyjnie dzigki modulowaniu odpowiedzi tkankowych
lub zaktdcaniu mechanizméw toksyczno$ci. Zastosowanie takich §rodkéw moze zmniejszy¢
skutki uboczne zwiazang z leczeniem przeciwnowotworowym, a takze moze umozliwié

intensyfikacje leczenia w przypadku choroby wysokiego ryzyka (Diwanay et al. 2004).

1.6.1 Zwigzki pochodzenia naturalnego o dziataniu cytoprotekcyjnym

Zwiazki pochodzenia naturalnego mogg wykazywaé dzialanie cytoprotekcyjne. Jedna
z grup tych zwigzké6w sg karotenoidy, czyli barwniki ro$linne o kolorach zotym,
pomarafczowym i czerwonym (Khoo et al. 2011). Karotenoidy naturalnie wystgpuja
w niektorych roslinach, algach, grzybach oraz bakteriach, w ktorych zachodzi proces ich
syntezy (Alscher i Hess 2017). Wykazuja one dzialanie cytoprotekcyjne poprzez np.
wychwytywanie wolnych rodnikéw czy wygaszanie tlenu singletowego. Moga rowniez
absorbowa¢ promieniowanie UV, ktére wykazuje dziatanie cytotoksyczne (Stahl i Sies 2012;

Bali¢ i Mokos 2019; Dabrowska 2020).

Do karotenoidow nalezg dwie grupy zwigzkéw — karoteny i ksantofile. Karoteny to
niepolarne weglowodory, do ktérych nalezag a- i B-karoten i likopen. Z kolei czasteczki
ksantofili majg polarny obszar ztozony z grupy hydroksylowej lub ketonowej. Do tej grupy
zwiazkéw nalezg na przyklad astaksantyna, zeaksantyna, luteina i - kryptoksantyna (Alscher
i Hess 2017; Chinembiri et al. 2014). a- i f-karoten i B-kryptoksantyna pelniag w organizmie
czlowieka funkcje prowitaminy A (Eroglu et al. 2012).

Karotenoidy wykazujg dziatanie antyoksydacyjne (Milani et al. 2017; Fernandez-
Garcia 2014). Zdolnos¢ do wygaszania tlenu singletowego przez karotenoidy rosnie wraz ze
wzrostem liczby sprze¢zonych wigzan podwdjnych w czasteczkach tych zwigzkow (Milani et
al. 2017). Wysokie stezenia karotenoidow moga jednak wykazywaé rowniez efekt
prooksydacyjny (Eichler et al. 2002). Karotenoidy moga mie¢ wplyw na komoérkowe szlaki
przekazywania sygnalu, dzigki czemu reguluja odpowiedz stresowa oraz poziom stanu
zapalnego powstajacego w odpowiedzi na czynniki stresowe, na przyktad promieniowanie UV

(Wertz et al. 2005, 2004; Dabrowska 2020).

Jednym z karotenoidow dziatajacym silnie cytoprotekcyjnie jest na przyktad likopen.
Wykazuje on dziatanie antyoksydacyjne na drodze wygaszania tlenu singletowego (Di Mascio

et al. 1989), a takze chroni mitochondrialne DNA przed uszkodzeniami (Rizwan et al. 2011).
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Likopen moze réwniez chroni¢ przed uszkodzeniami macierzy zewnatrzkomérkowej (Rizwan

et al. 2011).

Kolejng grupg zwigzkéw o dziataniu cytoprotekcyjnym sg betalainy, do ktorych naleza
czerwone barwniki - betacyjaniny (Hadipour et al. 2020; Dabrowska 2020). Aktywnos$¢
antyoksydacyjna soku z buraka, ktory jest gléownym Zroédlem betacyjanin, jest wyzsza niz soku
z pomidora, marchewki, pomaranczy, ananasa (Ryan i Prescott 2010). Fermentowany i §wiezy
sok z buraka wykazuje tez dzialanie antymutagenne (Klewicka 2010). Betacyjaniny
zmniejszaja poziom stanu zapalnego wywolanego przez uwalnianie wolnych rodnikéw
z neutrofili - reaktywnych form tlenu i HCIO (Allegra et al. 2005). Zwigzki te oddzialija
z czynnikiem transkrypcyjnym Nrf2, dzigki czemu regulacjg ekspresji genéw. Dzigki temu pod
wplywem betacyjanin wzrasta poziom ekspresji genéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za

reakcje antyoksydacyjne, co jest efektem cytoprotekcyjnym (Krajka-Kuzniak et al. 2013).

1.6.1.1 Polifenole
Wazng i liczng grupa zwiazkow o dziataniu cytoprotekcyjnym sg polifonole (Adhami et
al. 2008; Nichols i Katiyar 2010). Zwiazki te dzialajg antyoksydacyjne, przeciwzapalne oraz
immunomodulujgco (Perron i Brumaghim 2009; Dabrowska 2020). Polifenole znajduja si¢
gléwnie w produktach spozywczych, takich jak warzywa, owoce, czekolada, kawa, herbata

i wino czerwone. Do polifenoli nalezy kilka grup zwigzkéw chemicznych:

e kwasy fenolowe,

e flawonoidy,

e katechiny,

e stylbeny,

e proantocyjanidyny,

e ellagitaniny,

e antocyjany (Perron i Brumaghim 2009).

Polifenole wykazuja dzialanie cytoprotekcyjne, miedzy innymi dzigki silnym

wlasciwosciom antyoksydacyjnym (Perron i Brumaghim 2009). W strukturze polifenoli obecne

sa grupy fenolowe, dzigki ktorym te zwiagzki mogg oddziatywac z reaktywnymi formami tlenu
i reaktywnymi formami azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species) (Manach et al. 2004).

Dziatanie antyoksydacyjne polifenoli jest mozliwe nie tylko bezpo$rednio z wolnymi

rodnikami. Polifenole moga réwniez chelatowad jony metali cigzkich, ktére moga generowaé
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w komorkach powstawanie reaktywnych form tlenu badz azotu. Na przyktad polifenole obecne

w herbacie moga chelatowaé jony miedzi (Yokozawa et al. 1997).

Zwigzki polifenolowe wykazujg nie tylko cytoprotekcyjne wiasciwosci, ale rowniez
mogg dziata¢ przeciwnowotworowo dzieki prooksydacyjnemu i cytotoksycznemu dzialaniu
w kierunku komérek nowotworowych. Polifenole moga przyczynia¢ si¢ do powstawania RFT
w komérkach, w ktérych zaszla transformacja nowotworowa. W efekcie tego zachodzi
aktywacja szlakow przekazywania sygnalu EGFR/MAPK (ang. epidermal growth factor
receptor/mitogen activated protein kinase) oraz PI3K/Akt (ang. phosphatidylinositide
3kinases/protein kinase B). Prowadzi to do indukcji apoptozy, zahamowania cyklu
komorkowego lub spowolnienia proliferacji komérek nowotworowych (Avtanski i Poretsky
2018; Balasubramanian et al. 2002). Polifenole w komérkach nowotworowych moga réwniez
wplywaé na aktywacje szlakow przekazywania sygnatu, ktoére prowadza do wytworzenia
czynnikow przeciwzapalnych (T. Singh i Katiyar 2013).

Przeciwnowotworowe wlasciwosci polifenoli potwierdzono zardwno
w doswiadczeniach in vitro jak i in vivo. Polifenole pochodzace z herbaty indukuja apoptoze
komoérek nowotworowych skéry. Zwiazki te powoduja réwniez wzrost ekspresji genow
supresorowych w komorkach (Halder et al. 2008). Na przyktad, u myszy z nowotworem skory
wywolanym promieniowaniem UVB, ktdre otrzymywaly polifenole wyizolowane z winogron,
obserwowano spadek proliferacji komorek nowotworowych i to prowadzito do nizszego

rozrostu guza (Mittal et al. 2003).

Polifenole mogg wywolywaé¢ zar6wno antyoksydacyjne, jak i prooksydacyjne efekty.
To, jakie dzialanie bedzie dominujace, §ciSle zalezy od zastosowanego stezenia zwigzku
polifenolowego. W nizszych dawkach nizszych stezeniach zwigzki te zazwyczaj wykazuja
dziatanie antyoksydacyjne i cytoprotekcyjne. Z kolei ten sam zwigzek w wyzszym stgzeniu

moze wywolac efekt prooksydacyjne i cytotoksyczny (H.-S. Kim et al. 2014; Dabrowska 2020).

1.6.1.2 Kwercetyna
Jednym z ciekawszych zwiazkow jest kwercetyna, polifenol nalezacy do flawonoidoéw,
do klasy flawonoli, ktory rowniez wykazuje dziatanie cytoprotekcyjnie, mi¢dzy innymi dzigki
antyoksydacyjnym i przeciwzapalnym wiasciwosciom. To zwiazek chemiczny o kolorze

z6ttym, ktory jest slabo rozpuszczalny w gorgcej wodzie, dobrze rozpuszczalny w alkoholu
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i lipidach oraz nierozpuszczalny w zimnej wodzie (Anand David et al. 2016). Wzor

strukturalny kwercetyny zaprezentowano na Rysunku 10.

Kwercetyna Izoramnetyna

Rysunek 10. Wzor strukturalny kwercetyny i izoramnetyny. Na podstawie (C. Liu et al. 2023).

Kwercetyna nie jest syntetyzowana w organizmie cziowieka (Lakhanpal 2007), moze
zosta¢ dostarczona wraz z zywnoscia, znajduje si¢ w ponad 20 roslinach (Anand David et al.

2016). Zrédta kwercetyny i ich wystepowania geograficzne podsumowano w Tabeli 4.

Tabela 4. Rosliny beda ce Zrodtem kwercetyny i ich wystgpowanie geograficzne. Na podstawie (Anand
David et al. 2016).

Nazwa rosliny Rodzina Wystepowanie geograficzne
Morwa biala (Morus alba) Moraceae Chiny
Herbata chinska Theaceae Azja Potudniowo-Wschodnia

(Camellia sinensis)

Czosnek dety (Allium fistulosum) | Amaryllidaceae | Chiny

Calamus scipionum Calamoideae Brunei, Sumatra

Moringa olejodajna Moringa Obszary tropikalne, subtropikalne
(Moringa oleifera)

Wakrotka azjatycka Apiaceae Indie

(Centella asiatica)
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(Vaccinium oxycoccos)

Dziurawiec cuchnacy Clusiaceae Europa
(Hypericum hircinum)
Dziurawiec zwyczajny Hypericaceae | Europa
(Hypericum perforatum)
Seler zwyczajny Apiaceae Europa, Afryka Pénocna, SyberiaT
(Apium graveolens) KaukazEuropa, Afryka Poélnocna,
Syberia i Kaukaz
Brokut Brassicaceae Europa i Azja |
(Brassica oleracea var. italica)
Jarmuz Brassicaceae Europa
(Brassica oleracea var. sabellica)
Kolendra siewna Apiaceae Potudniowa  Europa, podinocna
(Coriandrum sativum) Afryka do
poludniowo-zachodniej Azji
Satata siewna (Lactuca sativa) Asteraceae Morze Srédziemne, Syberia
Cebula czerwona (Allium cepa) Liliaceae Europa
Rukiew wodna Brassicaceae Wigkszos¢ swiata
(Nasturtium officinale)
Szparag lekarski Asparagaceae | Egipt, Unia Europejska, Chiny,
(Asparagus officinalis) Meksyk
kapar ciemisty (Capparis spinosa) | Capparaceae Europa
Sliwa domowa (Prunus domestica) | Rosaceae Europa, Chiny, Stany Zjednoczone
Jabtonn domowa (Malus domestica) | Rosaceae Ameryka Poinocna, Europa
Wisnia ptasia (Prunus avium) Rosaceae
Pomidor zwyczajny Solanaceae Ameryka Lacifiska, Europa
(Solanum lycopersicum)
Zurawina blotna Ericaceae Europa, Anatolia, Maghreb 1 Azja

Zachodnia

Antyoksydacyjne wlasciwos$ci kwercetyny sa szczegolnie istotne, poniewaz dziala ona

jako jeden z najsilniejszych wymiataczy reaktywnych form tlenu wsréd flawonoidow

(Pocernich et al. 2011) oraz zmniejsza uszkodzenia komérkowe spowodowane przez reaktywne

formy tlenu (Jagtap et al. 2009). Z drugiej strony, udowodniono, zmniejszenie uszkodzen

komorek przez RFT w limfocytach i neuronach w obecnos$ci kwercetyny wraz z witaming C
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(Lakhanpal 2007). Kwercetyna moze tez regulowaé ekspresj¢ genéw kodujacych enzymy
odpowiedzialne za reakcje detoksykacji. Dzieki temu kwercetyna zapobiega uszkodzeniom
migénia sercowego wywolanym przez lipopolisacharyd (LPS, ang. lipopolysaccharide),
poniewaz pod jej wplywem nastepuje zwiekszanie pozioméw dysmutazy ponadtlenkowej SOD
(ang. superoxide dismutase) i katalazy oraz zmniejszanie pozioméw dialdehydu malonowego
(H. Liu et al. 2014).

Kolejnym elementem ochronnych wiasciwosci kwercetyny jest regulowanie procesu
zapalnego. Kwercetyna hamuje enzymy odpowiedzialne za reakcje zwigkszajace poziom stanu
zapalnego - cyklooksygenaze (COX, ang. cyclooxygenase) i lipooksygenazg. Dzigki temu
w efekcie dziatania kwercetyny nastgpuje spadek poziomow mediatoréw stanu zapalnego,
takich jak prostaglandyny i leukotrieny (Xiao et al. 2011; Warren et al. 2009). Co wigcej,
kwercetyna wplywa na zmniejszenie pozioméw mediatorow stanu zapalnego, takich jak
syntaza NO, enzym COX-2 i poziomu biatka C-reaktywnego (CRP, ang. C-reactive protein)
w linii komérkowej ludzkich hepatocytow (Garcia-Mediavilla et al. 2007). Modulowanie
poziomu stanu zapalnego przez kwercetyne¢ zostato rowniez potwierdzone przez do§wiadczenia
prowadzone in vivo. Szczurom podawano kwercetyne w dawce rownowaznej 80 mg/kg
Wykazano, ze kwercetyna hamowata ostry oraz przewlekty stan zapalny (Nouri et al. 2019).
Podobnie, aktywno$¢ przeciwzapalng kwercetyny potwierdzono w przypadku zapalenia
stawow indukowanego adiuwantem (Guardia et al. 2001; Mamani-Matsuda et al. 2006).

Co wiecej, w badaniach wykazano, ze kwercetyna posiada wlasciwosci
przeciwnadci$nieniowe, rozszerzajagce naczynia krwionos$ne, przeciwotylo§ciowe, a takze
wplywa na spadek poziomu cholesterolu catkowitego we krwi i wykazuje dzialanie
przeciwmiazdzycowe (Salvamani et al. 2014; Sultana i Anwar 2008). Wykazano réwniez
Przeciwnowotworowe, przeciwwrzodowe, antyalergiczne i przeciwwirusowe,
immunomodulacyjne i przeciwcukrzycowe dziatanie kwercetyny (Lakhanpal 2007).
Kwercetyna moze przynies¢ rowniez korzysci we wsparciu terapii dny moczanowej, poniewaz
moze zapobiega¢ akumulacji kwasu moczowego dzigki hamowaniu aktywnosci oksydazy
ksantynowej (Ahmad et al. 2008).

Co ciekawe, kwercetyna moze rowniez chroni¢ przed $rodowiskowymi czynnikami
uszkadzajacymi komorki na drodze stresu oksydacyjnego. Efekt ten udowodniono
w uszkodzeniu spowodowanym przez dym tytoniowy. Narazenie na dym tytoniowy jest
elementem powodujacym powstawanie wolnych rodnikéw, ktore, moga uszkadza¢ blony

erytrocytow. Wykazano, ze kwercetyna i jej metabolity moga chroni¢ erytrocyty przed
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uszkodzeniami blony komérkowej, ktore sg spowodowane przez wolne rodniki powstajace
w efekcie palenia wyrobow tytoniowych (Begum i Terao 2002).

Kwercetyna posiada, nie tylko cytoprotekcyjne whasciwosci, ale rOwniez moze dziataé
cytotoksycznie wobec komérek nowotworowych. Kwercetyna moze indukowa¢ apoptoze
komoérek nowotworowych, zmniejszajac dzieki temu wzrost guzéw nowotworowych w mozgu,
watrobie, jelicie grubym oraz innych narzadach i tkankach. Kwercetyna dziala rowniez
hamujaco na rozprzestrzenianie si¢ komorek ztosliwych i tworzenie przerzutéw (Akan i Garip
2013; Vasquez-Garzon et al. 2009). Dzialanie przeciwnowotworowe kwercetyny zauwazono
rowniez w badaniach z udzialem pacjentow chorujacych na rodzinng polipowatosé
gruczolakowaty (FAP, ang. familial adenomatous polyposis). Pacjentom z FAP podawano
kurkuming 480 mg i kwercetyne 20 mg doustnie 3 razy dziennie przez 6 miesigcy. Okazalo sig,
ze taka interwencja skutkowala zmniejszeniem liczbe i wielko$¢ gruczolakow jelita kretego
i odbytnicy. Warto zaznaczy¢, Ze ta interwencja u pacjentéw nie niosta znaczacych skutkow
ubocznych (Cruz-Correa et al. 2006).

Okazuje si¢, ze kwercetyna wspomaga rowniez leczenie infekcji bakteryjnych
1 wirusowych. Wykazuje wlasciwosci przeciwbakteryjne przeciwko patogennym szczepom
bakterii obecnym w ukladzie pokarmowym, oddechowym, moczowym oraz na skorze. Jej
wladciwosci przeciwzakazne i hamujgce replikacje moga si¢ przyczyniaé do wlasciwosci
przeciwwirusowych (Johari et al. 2012; Cushnie i Lamb 2005; Ramos et al. 2006; Anand David
et al. 2016).

Innym ciekawym zwigzkiem o zblizonej strukturze jest izoramnetyna (Rysunek 10). Jest
ona kluczowym skladnikiem aktywnym wystepujacym w owocach rokitnika zwyczajnego
(Hippophae rhamnoides L.) oraz lisciach mitorzebu dwuklapowego (Ginkgo biloba L.) (Gong
et al. 2020). Badania wykazaly, ze izoramnetyna posiada wlasciwosci ochronne dla ukladu
sercowo-naczyniowego i nerwowego, a takze dziala antynowotworowo, przeciwzapalnie,
przeciwutleniajaco (Lei et al. 2024). Mechanizmy dziatania izoramnetyny obejmuja regulacje
szlakéw sygnatowych takich jak PI3K/AKT/PKB, NF-kB, MAPK oraz wptyw na ekspresj¢
odpowiednich cytokin i kinaz. Zatem, wykorzystanie izoramnetyny stanowi obiecujacy
kierunek w rozwoju farmakologii. Niemniej jednak, dokladne dzialanie izoramnetyny jest

jeszcze niewystarczajgco poznane i wymaga dalszych badan naukowych (Gong et al. 2020).

1.6.2 Udziat mitochondrialnych kanatéw potasowych w cytoprotekeji
Udowodniono, ze mitochondrialne kanaly potasowe biora udzial w cytoprotekcji
(O’Rourke et al. 2005). Na przyktad, zaobserwowano, ze aktywacja kanalu mitoKatp jest
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powigzana z mechanizmem ochrony przed uszkodzeniem niedokrwiennym. Aktywacja tego
kanahlu potasowego skutkuje w tym przypadku ochrong komorek przed apoptozg i aktywacja
PTP (Akao et al. 2001; Hausenloy et al. 2004; Juhaszova et al. 2004). Wykazano réwniez,
7e kanal mitoBKc. pelni role w cytoprotekcji. Opisano, ze aktywatory kanatu mitoKc,
zapewniajg ochrone¢ przed uszkodzeniem wywolanym niedokrwieniem i reperfuzja
analogicznie jak ma to miejsce w przypadku aktywacji mitoKatp (Matsushita et al. 2003), ale
poprzez odrebng $ciezke. Poniewaz kanal mitoBKca moze by¢ aktywowany przy wysokim
stezeniu jonéw wapnia Ca®* w mitochondriach, moze przeciwdziata¢ dalszej akumulacji jonéw
Ca?*. Aktywacja mitoBKc, moze takze regulowaé objeto§¢é mitochondriéw oraz wptywaé na
zwigkszenie wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej (O’Rourke et al. 2005). Cytoprotekcyjny
efekt aktywacji mitochondrialnego kanatu potasowego mitoBKc. zostal wczedniej opisany
w modelu kardiomiocytéw (Borchert et al. 2013) oraz neuronéw (Mattson i Liu 2003), co

zostalo podsumowane na Rysunku 11.

Aktywatory kanatu potasowego mitoBKc,
Aktywatory syntetyczne: NS11021, NS1619

Aktywacja kanatu mitoBK,

Cytoprotekcja
(neuroprotekcja. kardioprotekcja)

Rysunek 11. Schemat udziat kanatu mitoBK¢, w kardioprotekcji i neuroprotekcji. Na podstawie
(Borchert et al. 2013; Mattson i Liu 2003).
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2. Cel pracy

Nablonek drég oddechowych jest gtéwnym miejscem akumulacji czastek statych,
takich jak pyly miejskie (PM). W odpowiedzi na stres, komérki moga uruchamia¢ mechanizmy
ochronne. Badania ostatnich lat wykazaty, ze aktywacja mitochondrialnych kanaléw
potasowych (mitoK) uruchamia procesy fizjologiczne komoérki zardwno zwigzane
z przezyciem, jak i $miercig. Opublikowane badania wykazuja, ze cytoprotekcja komoérek
powiazana jest z aktywacjg kanatlow mitoK zarowno przez substancje pochodzenia naturalnego,
jak 1 syntetyczne. Dokladny mechanizm udzialu kanatéw potasowych wewnetrznej blony
mitochondrialnej w cytoprotekcji, nie jest nadal doktadnie poznany. Pomimo intensywnie
trwajacych badan wciaz nie opisano roli mitochondrialnych kanatéw potasowych w nabtonku
tkanek ukladu oddechowego bezposrednio poddawanych wplywowi czynnikéw
uszkadzajacych, takich jak pyly miejskie. W zwigzku z powyzszym badania w ramach
rozprawy doktorskiej mialy na celu:

e okreslenie udziatu mitochondrialnego kanatu potasowego regulowanego przez wapn

(kanal mitoBKc.) w fizjologii komorek nablonka oddechowego,

oraz

¢ analiza roli aktywacji mitochondrialnego kanatu BKca w uszkodzeniach komorek

nablonka oddechowego wywotanych przez pyty miejskie.

Hipotezami pracy doktorskiej sa:
e Mitochondrialny kanat BKc. pelni wazna rol¢ w fizjologii komorek nablonka
oddechowego.
¢ Aktywacja mitochondrialnego kanatu BKc. jest istotnym elementem ochrony
w uszkodzeniach komorek nablonka oddechowego wywotanych przez pyly miejskie.

Realizujac szczegétowe cele badan skupiono si¢ na:

1. Charakterystyce farmakologicznej kanalu mitoBKc. obecnego w wewngtrznej
blonie mitochondrialnej ludzkich komorek nablonka oskrzelowego za pomoca
techniki patch-clamp — poszukiwania specyficznych modulatoréw kanahu.

2. Ocenie zmian oddychania komoérkowego w obecnosci aktywator6w i inhibitorow
kanalu mitoBKc. przy wykorzystaniu systemu Oxygraph-2K.

3. Okresleniu kontroli oddechowej w komorkach inkubowanych z pylami miejskimi

oraz kwercetyna.
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4. Okreélenie réznicy potencjaléw wewnetrznej blony mitochondrialnej metoda
fluorometryczna za pomoca O2k-FluoRespirometer lub sondy fluorescencyjnej
JC-1.

5. Analizie poziomu reaktywnych form tlenu zar6wno na poziomie komérkowym jak
1 mitochondrialnym.

6. Poszukiwaniu wlaSciwosci cytoprotekcyjnych kwercetyny i izoramnetyny
w uszkodzeniach komoérek nablonka oddechowego wywolanego przez pyly
miejskie korzystajac z barwienia biekitem trypanu, testu apoptoza-nekroza oraz
pomiaru aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowe;.

7. Okre$leniu przezywalno$ci komorek w obecnoéci PM i modulatorow kanatu
mitoBKca.

8. Ocenie integralnosci bariery warstwy komoérek nabtonka na podstawie oceny
pomiaru oporu przeznabtonkowego (TEER).

9. Ocenie oddychania komoérkowego dla obu modeli komérkowych.

10. Okresleniu potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej oraz aktywnosci IV
kompleksu tancucha oddechowego.

11. Analizie liczby mitochondriow 1 poziomu bialek komplekséw lancucha
oddechowego.

Do realizacji szczegélowych celow badawczych wykorzystane zostaty modele komoérek linii

komoérek HBE WT i nowo wygenerowanej linii HBE AoBK.
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3. Materiaty i metody

3.1 Substancje wykorzystywane w przeprowadzonych badaniach
W trakcie realizacji zadan badawczych wykorzystane zostaty substancje wymienione ponizej:

e Pozywka Minimal Essential Medium Eagle (MEM; Sigma),

¢ Surowica bydlgca plodowa 10% (FBS; Fetal Bovine Serum, Gibco),

e 100 IU/ml penicylina (Gibco),

e 100 mg/ml streptomycyna (Gibco),

e Trypsyna (Sigma Aldrich, USA),

o PBS (Lonza),

¢ Dioctan 2',7'-dichlorofluorescyny 25 pyM (H2DCFDA, Invitrogen),

e MitoSOX Red (Molecular Probes),

e Pyly miejskie 50 pg/ml PM<4,0 pm (NIST, USA),

e NSI11021 1, 3, 10 uM (Sigma Aldrich, USA),

e Penitrem A 300 nM (Sigma Aldrich, USA),

e Kwercetyna 1, 3, 10 pM (Sigma Aldrich, USA),

e Izoramnetyna 1, 3, 10 pM (Sigma Aldrich, USA),

e Oligomycyna 4 ng/ml (Sigma Aldrich, USA),

e (Cyjanek karbonylowego-p-trifluorometoksyfenylohydrazonu - FCCP 0,5 pM (Sigma
Aldrich, USA),

e Rotenon 2,5 pM (Sigma Aldrich, USA),

e Antymycyna A 0,5 uM (Sigma Aldrich, USA),

e Digitonina 10 pg/ml (Sigma Aldrich, USA),

e Rotenon 2,5 pM (Sigma Aldrich, USA),

e Trypan Blue (Gibco),

¢ do wykonania pomiardw oddychania komoérkowego wykorzystano roztwor MiR05
zawierajacy EGTA 0,5 mM, MgCl, 3 mM, kwas laktobionowy 60 mM, tauryna 20 mM,
KH,;PO4 10 mM, HEPES 20 mM, D-sacharoza 110 mM, BSA, wolne od kwasow
thuszczowych 1g/L, pH =7,1.

Struktury chemiczne modulatoréw kanatu BKc. wykorzystanych w do§wiadczeniach:
aktywatora — kwercetyny, inhibitora — penitremu A pokazano na Rysunku 12. Wskazano
rowniez strukture analogu kwercetyny — izoramnetyny.
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Penitrem A — inhibitor kanatu BK¢,

Rysunek 12, Struktury chemiczne kwercetyny, izoramnetyny oraz penitremu A. Czerwona
ramka oznaczono grupe funkcyjngroznigcg kwercetyne (grupa hydroksylowa) oraz izoramnetyne
(grupa alkoksylowa).

Pyly miejskie PM < 4 pym SRM-2786 zostaly pozyskane z Krajowego Instytutu
Standardéw i Technologii w USA (NIST, Nation Institute of Standards and Technology,
Gaithersburg, MD, USA). W pracy wykorzystano PM zgodnie ze standardem NIST, aby
zapewni¢ powtarzalno$é eksperymentoéw biofizycznych i biochemicznych. Skiad probek PM
byt w kazdym doswiadczeniu taki sam. PM zostaly uzyskane z atmosferycznego materialu
czasteczkowego w 2005 roku z systemu filtracji powietrza w duzym centrum wystawienniczym
w Pradze, Czechy. Jak deklaruje producent, probka PM nie ma na celu reprezentowania
konkretnego obszaru, z ktdrego zostala pobrana, a powinna odzwierciedla¢ sklad pylu
zawieszonego obecnego w srodowisku miejskim. Srednice pytéw miejskich zostaty poréwnane
na Rysunku 27. Dodatkowo w panelu ponizej przedstawiono rozktad srednic PM w probce

(Schantz et al. 2016).
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Rysunek 27. Poréwnanie $rednicy pytéw miejskich PM2,5 i PM10 do srednic wlosa ludzkiego
i ziarnka piasku — panel na gorze. Na podstawie (Guaita et al. 2011). W panelu ponizej
przedstawiono S$redni rozklad $rednic pytow miejskich w probkach wykorzystywanych
w badaniach (z certyfikatu NIST).
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3.2 Modele linii komoérkowych

3.2.1 Linia komérkowa HBE WT

Modelem komérkowym wykorzystywanym w badaniach byta linia komodrek nablonka
droég oddechowych. Wykorzystano lini¢ ludzkich komérek nablonka oskrzeli (16HBE14o-
SCC150, Merck). 16HBE140- to linia komérkowa pochodzaca od rocznego pacjenta plei
meskiej z phuc i serca. Linia ta zostata unie$miertelniona plazmidem SV40 z wadliwym
miejscem startu replikacji (pSVori-). Komoérki tej linii zachowuja charakterystyczne cechy
prawidlowych, zréznicowanych komodrek nablonka oskrzelii morfologig, ekspresje
cytokeratyny, zdolno$¢ do tworzenia $cistych potaczen i kierunkowy transport jonéw. Sa one
szeroko wykorzystywane jako model in vitro w badaniach dotyczacych transportu lekéw
w ukladzie oddechowym (Forbes et al. 2003), wlasciwosci i1 szczelnoSci bariery tworzonej
przez komorki nablonka drég oddechowych (Wan et al. 2000). W dalszej czgSci oznaczylam tg
lini¢ skrétem HBE WT. Morfologic komérek HBE WT przedstawiono na zdjgciu
mikroskopowym (Rysunek 13). W tej linii komdrkowej opisano obecno$é biatek kanatowych
typu BKca zaréwno w blonie plazmatycznej jak i w wewnetrznej btonie mitochondrialnej (Sek
et al. 2021).

Rysunek 13. Zdjgcie mikroskopowe przedstawiajace morfologig komorek HBE WT. Zdjgcia wykonano
kamera DLTX1080PCMOSHDU2SD (DELTA optical) umieszczona w odwréconym mikroskopie
optycznym (Olympus) pod powiekszeniem 20x.

66



3.2.2 Linia komérkowa HBE AaBK

Nowa wygenerowana linia komérkowa HBE AoBK (klon HBE WT) zostata
wyprowadzona we wspolpracy dwoch laboratoriow (Pracownia Wewnatrzkomorkowych
Kanaléw Jonowych, Instytutu Biologii Do§wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN i Katedry
Fizyki i Biofizyki, Instytutu Biologii SGGW) (Maliszewska-Olejniczak et al. 2024) przy
wykorzystaniu precyzyjnego systemu CRISPR/Cas9 umozliwiajacego edycje¢ genoméw
zgodnie z protokotem Nature Protocol (Ran et al. 2013). Narzgdzie CRISPR/Cas9 zostalo
oparte na mechanizmie odporno$ciowym obecnym u bakterii i archeonoéw (Makarova, Wolf, et
al. 2011), w ktérym nukleaza Cas9 odpowiedzialna jest za cigcie obcego DNA, co chroni
komorki przed bakteriofagami (Makarova, Wolf, et al. 2011; Makarova, Haft, et al. 2011).
Edycja genomu, ktora jest wynikiem wykorzystania sytemu CRISP/Cas9 przebiega w kilku
etapach. Na poczatku docelowe miejsce cigcia w sekwencji DNA jest rozpoznawane przez
nukleaze Cas9. Nastepuje potaczenie tej sekwencji z RNA kierujacym (g-RNA, ang. guided-
RNA). RNA kierujace laczy si¢ z odcinkiem o dilugosci 30 nukleotydéw. W ten sposob
powstaje kompleks, w ktorym =zachodzi przecigcie nici komplementarmnej oraz
niekomplementarnej do sekwencji RNA kierujacego. Powstanie takiego dwuniciowego
pekniecia umozliwia zar6wno wprowadzenie delecji w badanym genie, a takze wprowadzenie
nowego genu w zgdane miejsce w genomie (Ran et al. 2013). W przypadku linii HBE AaBK
zostala wprowadzona delecja w podjednostce o kanatu jonowego BKca przy uzyciu g-RNA
zaprojektowanego i opublikowanego jak w (Kulawiak et al. 2023) oraz bialka Cas9.
Transfekcja komorek HBE WT byla prowadzona za pomoca plazmidu FuGENE® HD
Transfection Reagent (Promega). Morfologie komérek HBE AaBK przedstawiono na zdjgciu
mikroskopowym ponizej (Rysunek 14).
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Rysunek 14. Zdjgcie mikroskopowe przedstawiajace morfologie komoérek HBE AaBK. Zdjgcia
wykonano kamera DLTX1080PCMOSHDU2SD (DELTA optical) umieszczona w odwroconym
mikroskopie optycznym (Olympus) pod powiekszeniem 20x.

3.2.3 Hodowla komdrkowa

Komérki HBE WT i HBE AoBK hodowano w pozywce Minimal Essential Medium
Eagle (MEM). Pozywka byla wzbogacana o 10% ptodowa surowice¢ bydleca (FBS)
i antybiotykami (100 IU/ml penicyliny, 100 mg/ml streptomycyny). Komoérki hodowano
w inkubatorze komérkowym w 37°C w wilgotnej atmosferze z 5% CO.. Komorki przesiewano
na wczesnych pasazach w przyblizeniu dwa razy w tygodniu po osiggnigciu okoto 90%

konfluencji. Do okreslenia liczby komérek wykorzystano licznik komdrek TC20 (BioRad).

3.3 Analiza aktywnosci kanatu mitoBKca w mitochondriach linii komérek HBE WT

3.3.1 Przygotowanie mitochondriéw i mitoplastéw do pomiarow elektrofizjologicznych
Mitochondria i mitoplasty do pomiardw elektrofizjologicznych z wykorzystaniem
metody patch-clamp przygotowano zgodnie z wczesniej opisang procedurg (Bednarczyk,
Koziel, et al. 2013; Bednarczyk, Wieckowski, et al. 2013; Dabrowska et al. 2023; Maliszewska-
Olejniczak et al. 2024). W skrocie, komérki po osiggnieciu 90% konfluencji, zawieszono
w PBS i odwirowano przy 400xg przez 5 minut w temperaturze pokojowej. Po odwirowaniu

usuwano supernatant, a osad zawieszono w 2 ml roztworu preparatywnego z EGTA (P/E) (250
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mM sacharoza, EGTA - kwas 2-[2-(2-{2-[bis(karboksymetylo)amino]etoksy }etoksy)etylo-
(karboksymetylo)amino]Joctowy, pH 7,2). Nastepnie komoérki homogenizowano
(homogenizator szklo-szklo nr 19, Kontes Glass) i wirowano przy 9200xg przez 10 minut
w temperaturze 4°C. Osad ponownie zawieszono w roztworze P/E i wirowano przez 10 minut
przy 750xg w celu oddzielenia frakcji mitochondriéw. Supernatant zawierajacy mitochondria
wirowano przez 10 minut przy 9200xg. Ostatecznie osad z wyizolowanymi mitochondriami
zawieszono w roztworze izotonicznym (150 mM KCl, 10 mM HEPES, pH 7,2). Powyzsze
kroki procedury byly wykonane w temperaturze 4°C.

W celu przygotowania mitoplastow wyizolowane mitochondria komorek inkubowano
przez okolo 1 min w roztworze hipotonicznym (5 mM HEPES, 100 pM CaClz, pH 7.,2).
Nastepnie dodawano hipertoniczny roztwér (750 mM KCl, 30 mM HEPES i 100 pM CaCls,,
pH 7,2) w celu przywrdcenia izotonicznosci buforu. Mitoplasty, to mitochondria pozbawione
zewngetrznej blony z rozfaldowana blong wewnetrzna, zwykle sg otrzymywane na drodze
osmozy. W ten sposéb wewnetrzna blona mitochondrialna tworzy sfer¢ zamykajaca macierz

mitochondrialng we wnetrzu.

3.3.2 Eksperymenty patch-clamp

Metoda patch-clamp to technika z zakresu elektrofizjologii, ktora umozliwia badanie
aktywno$ci kanalow jonowych w blonach biologicznych. Technika ta ma zastosowanie
zaré6wno dla badan na calych komdrkach, jak rowniez na fragmentach blony komoérkowej czy
wewngetrzne] blony mitochondrialnej. Technika patch-clamp umozliwia badania przepltywu
jonéw przez pojedynczy kanal jonowy. Przeplyw moze by¢ badany z obydwu stron — na
zewnatrz cytoplazmy lub macierzy mitochondrialnej, a takze od wewnetrznej strony
cytoplazmy czy tez wewnatrz macierzy mitochondriéw. Do kazdego doswiadczenia patch-
clamp przygotowywano $§wieze mitoplasty, czyli mitochondria pozbawione zewng¢trznej blony
mitochondrialnej. Eksperymenty patch-clamp przeprowadzono przy uzyciu pipety szklanej bez
filamentu wypehionej roztworem izotonicznym (150 mM KCl, 10 mM HEPES i 100 uM CaCl,
przy pH 7,2), ktéra wykorzystywano do zasysania pojedynczego mitoplastu. Zdjecie
zawierajace pipete oraz wykorzystywany systemu perfuzji przedstawiono na Rysunku 15.
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Rysunek 15. Pipeta pomiarowa (po prawej) oraz system perfuzji (po lewej cztery szklane kapilary)
wykorzystywany w do§wiadczeniach patch-clamp.

Za pomoca techniki patch-clamp przeprowadzono badania w celu okre§lenia zmian
prawdopodobienistwa otwaré kanatéw kanalu mitoBKc. w obecnoéci nastgpujacych zwiazkow:
kwercetyna, penitrem A, izoramnetyna. Badane substancje przygotowano w roztworze
izotonicznym i wprowadzano do pomiaru za pomoca systemu perfuzyjnego. Przebiegi
pradowo-czasowe eksperymentow rejestrowano w trybie jednokanalowym za pomoca
programu Clampex. Sygnat byl wzmacniany przez Axopatch 200B oraz konwertowany przez
Digidata 1440A (probkowanie 100 kHz, filtrowanie 1 kHz). Do wyznaczenia przewodnictwa
badanego kanatu wykorzystano zalezno$¢ pragdowo-napieciows. Substancje regulujace
aktywno$¢ kanalu mitoBKca podawano jako rozcieficzenia w roztworze izotonicznym
z wykorzystaniem systemu perfuzyjnego. Biezgca aktywno$¢ pojedynczego kanatu nagrywano,
a nastepnie porownywano z aktywnoscig kontrolng kanahi. Analizowano prawdopodobienstwo
otwarcia kanatu (NPo) za pomocg jednokanatowego trybu wyszukiwania z wykorzystaniem
oprogramowania Clampfit 10.7 (Axon Instruments, Molecular Device). Schematyczny

przebieg eksperymentu patch-clamp zobrazowano na schemacie (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Schemat przebiegu doswiadczen patch-clamp. Pierwszy etap obejmuje izolacje
mitochondriéw oraz przygotowanie mitoplastow z wykorzystaniem szoku osmotycznego. W czgsci
elektrofizjologicznej mozna wyrdznié: zasysanie mitoplastu do pipety pomiarowej oraz podawanie
modulatoréw (aktywatoréw oraz inhibitorow kanaléw jonowych) z wykorzystaniem systemu
perfuzyjnego.

3.4 Ocena zmian szybkos$ci oddychania komérkowego
3.4.1 Ocena zuzycia tlenu w modelu catych komérek

Analize zmian szybko$ci oddychania w calych komorkach wykonano przy
wykorzystaniu systemu Oxygraph-2K (Oroboros Instruments, Austria) wedlug metody
opisanej w (Hall i Moghimi 2019). Zestaw eksperymentalny pokazano na Rysunku 17.
W skrocie, komorki HBE WT oraz HBE AaBK zbierano, odwirowano i ponownie zawieszono
w pozywce MEM. 1 x 10° komérek/cm?® dodawano do komér pomiarowych (2 ml). Szybkosé
oddychania byta mierzona jako pochodna zmian st¢zenia tlenu (nmol/ml) w czasie i wyrazona
jako ubytek tlenu w pmol/(s*ml). Kwercetyna (1, 3 lub 10 pM), izoramnetyna (1, 3 ub 10 pM),
penitrem A (300 nM) byly dodawane do komér po stabilizacji szybkosci oddychania.
Maksymalng aktywno$¢ biatek tancucha transportu elektrondéw (ETC, ang. electron transport
chain) zmierzono po podaniu cyjanku karbonylowego-p-trifluorometoksyfenylohydrazonu

(FCCP; 1 uM).
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Rysunek 17. Na rysunku przedstawiono system Oxygraph-2K (Oroboros Instruments, Austria)
wykorzystywany w badaniach oceny zmian szybkosci oddychania komoérkowego.
3.4.2 Kontrola oddechowa

Metoda oceny zuzycia tlenu przy uzyciu systemu Oxygraph-2K zostala wykorzystana
do przeprowadzenia kontroli oddechowej. W tym celu, komérkom HBE WT oraz HBE AoBK
po osiggnieciu 80% konfluencji zmieniano pozywke 24 godziny przed pomiarem, lub
poddawano preinkubacji z badanymi substancjami: 50 pg PM, 1 uM lub 3 uM kwercetyna.
W dzien pomiaru komorki zebrano, odwirowano i ponownie zawieszono w pozywce MEM -
komérki HBE WT i HBE AaBK w ilosci 1 x 10° komérek/cm?, a nastgpnie dodano do komor
pomiarowych.

Wyciek niefosforylujacy okreslono w obecnosci inhibitora syntazy ATP, oligomycyny
(4 pg/ml). Maksymalng aktywno$¢ tancucha transportu elektronéw zmierzono podajgc 1 pM

cyjanku karbonylowego-p-trifluorometoksyfenylohydrazonu (FCCP; 1 pM). Na zakonczenie
pomiaru, zuzycie tlenu okreslono w obecno$ci rotenonu (2,5 pM) i antymycyny A (0,5 pM).
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3.4.3 Ocena zuzycia tlenu w komdrkach uprzepuszczalnionych

Ocena zuzycia tlenu w komorkach uprzepuszczalnionych (permeabilizowanych) zostata
wykonana  analogicznie do  oceny  szybko$ci  oddychania w  komorkach
nieuprzepuszczalnionych. Po usunieciu trypsyny i odwirowaniu komorek, osad z komorkami
zostat zawieszony w buforze do pomiaru aktywnosci mitochondriéw MiR05 (0,5 mM EGTA,
3 mM MgCl,, 60 mM kwas laktobionowy, 20 mM tauryna, 10 mM KH>POs, 20 mM HEPES,
110 mM D-sacharoza, 1g/l BSA). 1 x 10° komérek/ml dodawano do komoér pomiarowych.
Przed podaniem zwigzkéw, ktorych badano wplyw na szybkos¢ oddychania, do komér dodano
digitoning (10 pg/ml), ktérej optymalne stezenie okreslono na podstawie wczesniejszych
doswiadczen z miareczkowaniem tej substancji. Digitonina wykazuje duze powinowactwo do
cholesterolu, ktory wystepuje w duzej ilosci w blonie komoérkowej. Prowadzi to do
solubilizacji, uprzepuszczalnienia blony plazmatycznej i pozwala na swobodne wnikanie
substancji, w tym substratow taficucha oddechowego — bursztynianu. Blony mitochondriéw, w
szczegblnosci blona wewnetrzna, sg ubogie w cholesterol i digitonina nie narusza ich
integralnosci. Dlatego, w takich warunkach mozliwe jest dokladna analiza aktywnosci

mitochondriow.

3.4.4 Analiza aktywnosci IV kompleksu farcucha oddechowego

Pomiary aktywnos$ci IV kompleksu tancucha oddechowego przeprowadzono przy
uzyciu systemu Oxygraph-2K (Oroboros Instruments, Austria). Komérki do pomiarow
przygotowano, jak opisano w podrozdziale 3.4.1. Dodatkowo, do komory dodawano 2 mM
askorbinian z 0,5 pM TMPD (N,N,N',N'-Tetrametyloparafenylodiamina dichlorowodorek),
czego celem bylo dostarczenie elektronow bezposrednio do kompleksu IV. W wyniku reakcji
autooksydacji askorbinianu powstate zuzycie tlenu zalezy jedynie od st¢zenia tlenu w komorze.
Blokujac kompleks IV za pomocg 50 mM azydku sodu, mozna oddzieli¢ autooksydacje
i oddychanie wynikajace z aktywnoS$ci kompleksu IV.

W celu oszacowania oddychania tlenowego, ktore realizowane jest w tym ukladzie
przez kompleks IV tancucha oddechowego, wybrano trzy interwaty pomiarowe po podaniu
TMPD wraz z askorbinianem oraz kolejne trzy interwaly pomiarowe po podaniu azydku sodu.
Stosunek szybkosci zuzycia tlenu do st¢zenia tlenu w przypadku trzech pierwszych pomiarow
interwalow $wiadczy o wydajnosci kompleksu IV tancucha oddechowego, a kolejnych trzech

o poziomie autooksydacji askorbinianu.
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3.5 Pomiar réznicy potencjatéw wewnetrznej btony mitochondrialnej

3.5.1 Pomiar réznicy wewnetrznej btony mitochondrialnej za pomocg Oksygrafu

Réznice potencjatdéw wewngtrznej blony mitochondrialnej zbadano metoda
fluorometryczng za pomocg O2k-FluoRespirometer (Oroboros Instruments, Austria) przy
uzyciu fluoroforu — Rodaminy 123 (1,3 uM). Rodamina 123 jest zwiazkiem, ktory akumuluje
si¢ w mitochondriach o wysokiej réznicy potencjatlow. Duze st¢zenie tego barwnika powoduje
wygaszenie fluorescencji czasteczek fluorochromu. Spadek fluorescencji odpowiada zatem
wysokiej aktywno$ci mitochondriéw i znacznej réznicy potencjatu. Uklad eksperymentalny
pokazano na Rysunku 18. Do system Oxygraph-2K (Oroboros Instruments, Austria)

zastosowano dodatkowe sondy mierzace zmiany fluorescencji.

Rysunek 18. System O2k-FluoRespirometer (Oroboros Instruments, Austria) stanowi system
Oxygraph-2K (Oroboros Instruments, Austria) wraz z dedykowanymi sondami zaznaczonymi
W czerwonej ramce.

Komoérki HBE WT i HBE AoBK zebrano, odwirowano i zawieszono roztworze (1 x 10°

komoérek/cm?), MiR05 (0,5 mM EGTA, 3 mM MgClz, 60 mM kwas laktobionowy, 20 mM
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tauryna, 10 mM KH,POs, 20 mM HEPES, 110 mM D-sacharoza, 1g/l BSA). Kolejno, do komér
pomiarowych dodano Rodamine 123 w stezeniu 1,3 pM. Nastgpnie podano digitoning (10
pg/ml) w celu permeabilizacji blony komérkowej oraz rotenon (0,5 pM) w celu zablokowania
kompleksu I w mitochondriach. Jako substrat IT kompleksu tancucha oddechowego dodano
bursztynian (2mM). Po podaniu ADP (2,5 mM) zablokowano syntaz¢ ATP za pomoca
oligomycyny (4 mg/ml). Nastepnie dodano kwercetyng (1, 3, 10 lub 30 pM), i w kolejnym
do$wiadczeniu izoramnetyne (1, 3, 10 lub 30 pM) w celu zbadania wplywu tych substancji na
potencjal blony mitochondrialnej. Na zakoniczenie eksperymentu do komér pomiarowych
dodano FCCP (1 pM) w celu maksymalnego rozprze¢zenia mitochondriow.

3.5.2  Pomiar réznicy potencjatéw w wewnetrznej btonie mitochondrialnej za pomoca
sondy JC-1

Pomiar réznicy potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej byt wykonany za
pomocg sondy fluorescencyjnej JC-1 (Thermofisher, Mitochondrial Membrane Potential
Probe). Sonda JC-1 jest barwnikiem kationowym, ktory lokalizuje si¢ w mitochondriach
o wysokim potencjale wewnetrznej blony mitochondrialnej. Negatywnym po stronie macierzy
mitochondrialnej. Przy niskich stezeniach (zwykle, z powodu niskiego potencjatu blony
mitochondrialnej) JC-1 jest glownie monomerem, ktory emituje fluorescencje 530+15 nm
(kolor zielony). Przy wysokich stezeniach (z powodu wysokiego potencjalu blony
mitochondrialnej) barwnik agreguje, co powoduje przesuni¢cie w widmie jego fluorescencji

i skutkuje emisja $wiatla o dtugosci 590+17 nm (kolor czerwony).

Komérki HBE WT i HBE AaBK po osiagnigciu 90% konfluencji odrywano
z wykorzystaniem trypsyny i ponownie zawieszono w pozywce hodowlanej MEM w st¢zeniu
300 000 komoérek/ml. Zawiesing komdrek umieszczono w dotkach przezroczystych plytek 96
dotkowych w ilosci 30 000 komoérek/dotek. Komoérki hodowano przez 48 godzin w inkubatorze
w warunkach, jak opisano w podrozdziale 3.2.3 Hodowla komoérkowa. Po tym czasie pozywke
usunigto, komoérki przemyto PBS i inkubowano przez 30 minut z barwnikiem fluorescencyjnym
JC-1 w celu pomiaru potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej. Po inkubacji komorki
przemywano PBS i dodawano do dotkéw PBS wraz z zadanymi st¢zeniami NS11021, penitrem
A, FCCP, oligomycyny, rotenonu i antymycyny A. Komoérki inkubowano przez 30 minut, a
nastepnie mierzono fluorescencje za pomocg Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher Scientific)

przy dlugosciach fal 538 i 590 nm i wzbudzeniu 485 nm.
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3.6 Ocena cytotoksycznosci
3.6.1 Barwienie bfekitem trypanu

Cytotoksyczno$¢ pytdw miejskich badano za pomoca barwienia blekitem trypanu
(Trypan Blue). Komérki HBE WT i HBE AaBK inkubowane byly z PM przez 24h. Komorki
byly inkubowane z kwercetyna, izoramnetyng i penitremem A w roéznych st¢zeniach przez 24h.
Po inkubacji, komérki byly oderwane za pomoca trypsyny, a nastgpnie zawieszone W pozywce

i inkubowane z barwnikiem Trypan Blue w stosunku 1:1 przez 3 minuty.

3.6.2 Test apoptoza-nekroza
Test apoptozy i nekrozy wykonano za pomoca RealTime-Glo™ Annexin V Apoptosis

and Necrosis Assay (Promega). Protokoét dos§wiadczen przygotowano zgodnie z zaleceniami
producenta. W skrocie, komérki wysiano w 50 pl pozywki na biatych 96-dotkowych ptytkach
w iloéci 30 000 komorek na dotek. Przygotowano zestaw dotkéw kontrolnych bez komoérek,
ktéry stanowita jedynie pozywka w celu okrelenia luminescencji tta i fluorescencji tla.
Odpowiednie rozcienczenie wanikozydu A przygotowano w pozywce W 4-krotnosci
pozadanego stezenia koricowego. Przygotowano réwniez dotki kontrolni negatywnej bez
podawania badanych zwiazkéw. Jako kontrole pozytywna wykorzystalam staurosporyne
(STS), ktoéra petni role induktora apoptozy zaleznej od kaspaz. Jest to naturalny antybiotyk,
ktéry zostal wyizolowany z bakterii Streptomyces staurosporeus. Mechanizm dzialania
staurosporyny opiera si¢ na jej zdolnoéci do hamowania kinaz biatkowych. Dzieje si¢ to
poprzez blokad¢ miejsca wigzania ATP, co uniemozliwia kinazom biatkowym prawidlowe
funkcjonowanie. Inhibicja jest kluczowa dla aktywacji proceséw apoptotycznych
w komorkach, dlatego STS mozna wykorzysta¢ jako pozytywna kontrole w prowadzonym

doswiadczeniu.

Komérki w pozostatych dotkach inkubowano z zadanymi stezeniami pytéw miejskich,
kwercetyny, izoramnetyny oraz penitremu A. Do odpowiednich dotkéw w 96-dotkowej plytce
testowej dodano kwercetyng, aby koficowe st¢zenie wynosito: 1, 3, 10 lub 30 pM, oraz
analogicznie izoramnetyne: 1, 3, 10 lub 30 pM. Nastepnie do kazdej studzienki dodano 100 pl
2x stezonego odczynnika do wykrywania apoptozy i nekrozy RealTime-Glo™ Annexin V
w medium hodowlanym. Komorki inkubowano na zakrytej 96-studzienkowej plytce
w temperaturze 37°C, 5% CO; w inkubatorze do hodowli komérkowych. Luminescencja
i fluorescencja zostala zmierzona przy wzbudzeniu 475nm i emisji 500-550 nm. Pomiar byt
prowadzony po 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22 i 24 godzinach.
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3.6.3 Pomiar aktywnosci dehydrogenazy mleczanowe;j

Pomiar aktywnos$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH) wykorzystywany jest do oceny
poziomu $mierci komérkowej i ich lizy. Im wyzsze uwalnianie LDH z komérek do medium
hodowlanego, tym wyzszy stopien ich uszkodzenia. Aktywno$¢ LDH mierzono za pomocg
zestawu komercyjnego do pomiaru LDH (nr katalogowy 11644793001; Roche Diagnostics
Mannheim, Niemcy) wedlug zalecen producenta. W skrécie, komorki wysiewano na 96-
dotkowe plytki w medium hodowlanym. Komérki hodowane z 2% Triton-X-100 w pozywce
wykorzystane zostaly jako kontrola maksymalnego wycieku LDH. Natomiast, komoérki
hodowane w dwukrotnie nizszej gestosci bez 2% Triton-X-100 byly traktowane jako kontrola
minimalnego wycieku LDH. Po 24-godzinnej inkubacji, eluat (100 pl) zbierano znad komorek
i przeniesiono na inng 96-dotkowa ptytke. Absorbancja byla mierzona przy dlugosci fali 490
nm. Wykorzystano czytnik Multiskan Sky High.

3.7 Pomiary reaktywnych form tlenu
3.7.1 Pomiar poziomu reaktywnych form tlenu na poziomie komérkowym

W celu pomiaru zmian w syntezy reaktywnych form tlenu, komdrki hodowano na plytce
96-dotkowej w liczbie 50 000 komorek na dotek. Do pomiaru uzyto sondy fluorescencyjne;j
dwuoctanu 2',7'-dichlorofluoresceiny (H2DCFDA) w st¢zeniu 25 puM. Sonda ta w postaci
octanu nie fluoryzuje, natomiast po wniknigciu do komoérki grupy octanowe ulegaja odcigciu
za pomocy esteraz, co powoduje fluorescencje w zaleznosci od stanu redox komoérki. Komorki
HBE WT i HBE AaBK byly inkubowane z 25 pM H2DCFDA w PBS prze 30 min. Po inkubacji
dodano 50 pg/ml PM<4,0 pm oraz zadane stgzenia NS11021, penitremu A, kwercetyny
i izoramnetyny. Komorki inkubowano przez 3 godziny i mierzono fluorescencj¢ przy uzyciu
Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher Scientific) przy dlugosciach fali wzbudzenia/emisji:
485/538 nm.

3.7.2 Pomiar poziomu reaktywnych form tlenu na poziomie mitochondrialnym

W celu pomiaru zmian w syntezie RFT pochodzenia mitochondrialnego, komoérki
przygotowano na plytce 96-dotkowej - 50 000 komorek na dotek. Do pomiaru wykorzystano
sonde fluorescencyjng MitoSOX Red (Invitrogen). MitoSOX Red to barwnik fluorescencyjny,
ktéry wykrywa ponadtlenek (O:"). Barwnik specyficznie lokalizuje si¢ w mitochondriach
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w zywych komérkach. Utlenianie odczynnika MitoSOX przez mitochondrialny ponadtlenek
powoduje powstanie czerwonej fluorescencji. Nastepnie komoérki HBE byly inkubowane z 25
UM MitoSOX Red w PBS prze 30 min. Po inkubacji dodano 50 pg/ml PM<4,0 pm oraz ré6zne
stezenia NS11021 (1, 3 lub 10 uM), kwercetyny (1, 3 lub 10 uM), izoramnetyny (1, 3 lub 10
uM), penitrem A (300 nM). Komorki inkubowano godzing i mierzono fluorescencj¢ przy
uzyciu Fluoroskan Ascent (Thermo Fisher Scientific) przy diugosciach fali wzbudzenia/emisji:
485/590 nm.

3.8 Pomiar ilosci mitochondriow

Analize ilo$ci mitochondriéw przeprowadzono z wykorzystaniem BioTracker™ 488
Green Mitochondria Dye (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Niemcy). Komdrki
wysiano na przezroczysta plytke 96-dotkowa przy réznych stgzeniach komorek - 10 000, 25
000, 50 000 i 100 000 na dotek. Po 24 godzinach komérki traktowano 100 nM BioTracker488
w medium hodowlanym przez 30 minut. Mierzono fluorescencj¢ przy uzyciu Fluoroskan
Ascent (Thermo Fisher Scientific) przy uzyciu nastepujacych ustawien Ex/Em: BioTracker
(475 n/514 nm).

Dodatkowo oprocz pomiaréw fluorescencyjnych wykonano obrazowanie zywych
komoérek przeprowadzone z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego przy uzyciu
nastgpujacych ustawien Ex/Em 475 nm/514 nm. Pasek na skali jest réwny 50 pm.

3.9 Pomiary oporu przeznabtonkowego TEER

Integralno$¢ bariery warstwy komorek nablonka zostala przeprowadzona na podstawie
oceny pomiaru oporu przeznablonkowego (TEER, ang. trans epithelial electrical resistance).
W skrocie, komorki wysiewano na inserty komorkowe (Coming Costar Snapwell, 0,45 pm,
pole powierzchni 1,12 cm?). Kolejno, komérki hodowano na granicy faz ciecz-ciecz (LLI), a
nastgpnie na granicy faz powietrze-ciecz (ALI) w celu polaryzacji komérek. Przed kazdym
eksperymentem pozywke do hodowli komodrek zastgpiono sterylnym roztworem Ringera
zardwno po wierzchotkowej (0,5 ml) i podstawno-bocznej (3,5 ml) stronie monowarstwy
komorek, a nastgpnie inkubowano przez 1 h w temperaturze 37 °C i 5% COz. W kolejnym
kroku zmierzono opér TEER za pomoca urzadzenia EVOM2 z elektrodami typu chopstick
(WPI) STX-2. Schemat uktadu doswiadczalnego przedstawiono na Rysunku 19. Aby uzyskac
ostateczny opor monowarstwy komoérek, od kazdego odczytu TEER odjeto rezystancje wkladki
(Snapwell). Komoérki, ktore nie osiggnety wartosci TEER przekraczajacej co najmniej 300
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Q*cm?, nie byly brane pod uwage w dalszych eksperymentach. Kolejnym krokiem byto
podanie na monowarstwy komoérek kwercetyny, penitrememu A wraz z kwercetyna,
izoramnetyny, penitrememu A wraz z izoramnetyng, NS11021, penitrememu A wraz
z NS11021 1 godzine przed wlasciwym pomiarem. Nastepnie dodano pyly miejskie do czgsci
apikalnej monowarstwy (w koficowym stezeniu 50 pg/ ml) i wykonano pomiar TEER (T = 0).
Nastgpnie mierzono przeznablonkowy opdr monowarstw po 30, 60, 90 i 180 minutach od czasu

podania pytow miejskich.

TEER > 300 e’

Rysunek 19. Schemat pomiaru integralnosci warstwy komorek nablonka komérek HBE WT i HBE
AuBK w oparciu o pomiar oporu przeznablonkowego. PM dodano od strony apikalnej monowarstwy
komoérkowej.

3.10 Analiza poziomu biatek- Western blot

W celu przygotowania preparatéw biatkowych, komérki HBE WT i HBE AoBK
hodowano do pemhej konfluencji w butelkach 75 cm?. Nastgpnie, komérki zbierano
z wykorzystaniem trypsyny i poddano lizie zimnym buforem RIPA w szklanym
homogenizatorze (Wheaton Tight, USA). Probki odwirowano, supematanty przenoszono do
nowych probéwek. Do oznaczenia st¢zenia biatka zastosowano metodg¢ Bradford. Jako marker
masy czasteczkowej biatka zastosowano PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo
Fisher Scientific, USA). Bialka rozdzielono w 10% zelu SDS PAGE i przeniesiono na
membrany PVDF (Bio-Rad, USA). Blony inkubowano z barwnikiem GelCode Blue Safe
Protein Stain (Thermo Fisher Scientific, USA) przez 30 minut w temperaturze pokojowe;.
Nastgpnie membrany odbarwiono buforem zawierajacym 10% kwas octowy i 50% etanol.
Blony blokowano 10% mlekiem w buforze PBST (50 mM PBS, 0,2% Tween-20, pH = 8,4)
przez 1 godzing w temperaturze pokojowej. Przeciwciala pierwszorzedowe przygotowano z 5%

mleka w buforze TBST. Zastosowano nastgpujace przeciwciala pierwotne: mysie
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monoklonalne OXPHOS (45-8099, ThermoFisher). To zestaw przeciwcial monoklonalnych,
ktory jest wykorzystywany w badaniach biochemicznych do analizy szlakéw oddychania
komérkowego, a doktadniej, do identyfikacji i badania kompleksow biatkowych wchodzacych
w sktad tancucha oddechowego: CI-NDFB8 - NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 8, mitochondrial - biatko kodowane przez gen NDFBS tworzace kompleks
I tancucha oddechowego, CII-SDHB - Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
subunit, mitochondrial - biatko kodowane przez gen SDHB tworzace kompleks II tancucha
oddechowego, CIII-UQCRC?2 - Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial - biatko
kodowane przez gen UQCRC?2 tworzace kompleks III tancucha oddechowego, CIV-MTCO1 -
Cytochrome c oxidase subunit 1 - biatko kodowane przez gen ATP54 tworzace kompleks IV
tancucha oddechowego, CV-ATPSA - ATP synthase lipid-binding protein — biatko kodowane
przez gen ATP5A tworzace kompleks V tancucha oddechowego. Przeciwciala drugorzgdowe
skoniugowane z peroksydaza chrzanowa przygotowano z 5% mleka w buforze PBS. Prazki
biatlkowe wizualizowano przy uzyciu odczynnika ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent (Amersham, RPN 2236).

3.11 Analiza statystyczna
W niniejszej pracy analizowane dane przedstawiono jako warto$ci Srednie + odchylenie
standardowe (SD, ang. standard deviation). Wigkszo$¢ eksperymentéw wykonywano w trzech
lub wigcej niezaleznych powtorzeniach. Analiz¢ statystyczng prowadzono za pomoca
jednoczynnikowej analizy ANOVA dla grup o réznej wariancji. Wyniki analizowane byly
w programie GraphPad Prism 4 przy poziomach istotnosci statystycznej 0,05 (*), 0,01 (**),
0,001 (***).

Do przygotowania rycin, grafik i figur wykorzystywano réwniez program graficzny
CorelDRAW 12, Biorender oraz PowerPoint.
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4. Wyniki

4.1 Analiza aktywnosci kanatu BKca W mitochondriach linii komérek HBE WT

W wewnetrznej blonie mitochondrialnej opisano kanaly potasowe (O’Rourke et al.
2005). W poprzednich badaniach (Sek et al. 2021) zidentyfikowano dwie populacje
mitochondrialnego kanatu potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego przez jony Ca?*
(kanat mitoBKc,) w ludzkich komoérkach nablonka oskrzeli (HBE WT). Wiasciwosci
biofizyczne i farmakologiczne kanatéw zostaly scharakteryzowane z wykorzystaniem techniki
patch-clamp. Zaobserwowano aktywnos$¢ obu kanatéw o sredniej przewodnosci bliskiej 285 pS
w symetrycznym roztworze 150/150 mM KCl. Prawdopodobienstwo otwar¢ kanalow
zwigkszalo si¢ po zastosowaniu syntetycznego aktywatora kanaléw potasowych - NS11021
w zakresie stezen mikromolowych. Dodatkowo, aktywno$¢ kanatu byta catkowicie blokowana
przez 1 uM paksyling i 300 nM iberiotoksyne (IbTx) podawana od strony cytoplazmatyczne;j.
Paksylina i iberiotoksyna sg selektywnymi inhibitorami kanaléw typu BKca. Z uwagi, ze
paksylina jest zwigzkiem niskoczasteczkowym, moze przechodzi¢ przez blony komoérkowe,
natomiast iberiotoksyna ma utrudniong migracj¢ z uwagi na jej bardzo duza mas¢ czasteczkowa
(Sek et al. 2021). Na Rysunku 20 ponizej przedstawiono podsumowanie efektow inhibitoréw
i aktywatorow kanalu BKca.

@ Przestrzeni
2 =
K miedzyblonowa

IbTx )&‘ o )

Wewnetrzna biona
mitochondrialna

bx & O oo
Q/ K* ‘\0 NS11021
®
®

Paksylina Macierz

mitochondrialna

Legenda:
9 Aktywacja e Blokowanie »{ Brak efektu

Rysunek 20. Podsumowanie wlasciwosci farmakologicznych mitochondrialnego kanatu potasowego
o duzym przewodnictwie regulowanego wapniem (kanal mitoBKc.) obecnego w ludzkich komorkach
epitelium oskrzeli (HBE WT). Na rysunku zaznaczono regulacj¢ kanatlu mitoBK ¢, przez iberiotosyne
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(IbTx), paksyling, NS11021 i jony wapnia (Ca**). ,,+’ w zielonym kétku oznacza aktywacje kanatu, ,,—
w czerwonym koétku oznacza blokowanie aktywnos$ci kanatu, a czerwony ,,x” oznacza brak efektu.
Rysunek wykonano w programie BioRender.com.

Wiekszo$é mitochondrialnych modulatoréw kanatéw potasowych wykazuje szerokie
spektrum skutkéw ubocznych. Nalezg do nich wlasciwosci rozprzegajace, hamowanie tancucha
oddechowego i wplyw na komoérkowa homeostaz¢ wapnia. Na przyklad, wykazano, ze
NS11021 zmienia komdérkowa homeostaze wapnia, a zatem dzialanie tego zwigzku moze by¢
zwigzane ze zwigkszonym poziomem wewnatrzkomérkowego Ca?*, co prowadzi do modulacji
funkcji mitochondriéw (Kun et al. 2009). Dodatkowo, wykazano, ze paksylina moze hamowa¢
ATPazy zalezne od wapnia (Bilmen et al. 2002), a w mikrosomach mézgowych szczurow
paksylina hamuje uwalnianie wapnia zalezne od 1,4,5-trifosforanu (InsP3) (Longland et al.
2000). Dlatego, wciaz trwaja prace nad poszukiwaniami zwigzkéw z jak najmniejszym
spektrum dziatan niepozadanych. Racjonalne zastosowanie inhibitoréw lub aktywatoréw
kanatow ma kluczowe znaczenie dla zrozumienia komorkowych konsekwencji hamowania lub
aktywacji kanatéw mitochondrialnych.

Wykazano réwniez, ze mozna zastosowa¢ zwigzki pochodzenia naturalnego jako
aktywatory kanalu BKca. Na przyktad po zahamowaniu kanatéw mitoBKc. przez paksyling,
kwercetyna aktywuje kanaty w komdrkach §rodblonka. Wskazuje to na konkurencj¢ wigzania
paksyliny i kwercetyny w regulacji kanalu mitoBKc.. Wskazano rowniez, ze analog
kwercetyny — izoramnetyna nie ma wplywu na aktywno$¢ kanalu mitoBKca, a po jej
zastosowaniu paksylina catkowicie hamuje ten kanal. Dodatkowo wykorzystano badania
modelowania molekularnego. Wyniki dokowania kwercetyny i paksyliny do kanatu BKca
sugeruja, ze paksylina nie moze zwigzaé si¢ z kanatlem BKc, po aktywacji kanatu kwercetyna.
Zatem, wydaje sig, ze prawdopodobnym mechanizmem tego zjawiska jest tworzenie si¢
zawady przestrzennej przez kwercetyng (Kampa et al. 2022).

Interesujace wyniki z wykorzystaniem kwercetyny jako aktywatora kanalu BKca
w komorkach linii §rédbtonka sklonity mnie do sprawdzenia tego efektu rowniez w ludzkich
komorkach nabtonka oskrzeli (HBE WT). Jednak z uwagi na konkurencj¢ wigzania z kanatem
kwercetyny oraz paksyliny, poszukiwano innego niskoczasteczkowego inhibitora. Ze wzgledu
na wysoka mase¢ czasteczkowa iberiotoksyny, zdecydowano si¢ wykorzystaé syntetyczny
inhibitor kanatlu BKc, — penitrem A (Asano et al. 2012).

W celu identyfikacji i zbadania wplywu kwercetyny, pochodnej kwercetyny -
izoramnetyny 1 penitremu A na aktywnos¢ kanatlu potasowego BKca wykorzystano technike
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patch-clamp. Dzigki zastosowaniu tej metody mozliwe jest badanie wlasciwosci biofizycznych
oraz farmakologicznych badanych kanatéw jonowych na poziomie pojedynczych bialek. Serie
eksperymentow patch-clamp przeprowadzono z wykorzystaniem mitoplastow wyizolowanych
z komérek HBE WT. Szczegétowy opis techniki znajduje si¢ w podrozdziale 3.3. Wplyw
kwercetyny mierzono przy st¢zeniu 10 pM. To stezenie zostalo wybrane na podstawie
poprzednich badan, w ktérych udowodniono, ze aktywacja kanalu mitoBKc. przez
kwercetyne w stezeniu 10 uM jest mierzona réwniez po odplukaniu (Kampa et al. 2021).
Wszystkie do§wiadczenia przeprowadzono w obecnosci 100 pM CaCl,. Wynik przedstawione
zostaly jako reprezentatywne fragmenty nagran uzyskanych podczas pomiaréw patch-clamp
(Rysunek 21). W celu potwierdzenia, ze badany byt kanat mitoBK c., do uktadu pomiarowego
dodany zostal inhibitor tego kanatu - 300 nM penitrem A. Tuz po podaniu penitremu A,
aktywno$¢ kanatu mitoBKc. zmniejszyta si¢ o 50%, a kanal pozostawal w stanie calkowicie

zamkni¢tym 4 minutach po dodaniu penitremu A (Rysunek 21d).

b
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Rysunek 21. Ocena aktywnosci kanaty mitoBK¢, w komdrkach HBE WT pod wplywem kwercetyny
i penitremu A przy napieciach +40 mV oraz — 40 mV w symetrycznym roztworze 150/150 mM KCl.
(a) Przykladowe rejestracje zmian przeptywajacego pradu jonowego dla kontrolnej aktywnosci kanatu
mitoBKc,, (b) po podaniu 10 pM kwercetyny oraz (c¢) w obecnosci 10 pM kwercetyny i 300 nM
penitremu A. (d) Catkowity efekt blokowania kanatu mitoBK ¢, obserwowano po 4 minutach od chwili
podania penitremu A. Na rysunku zaznaczono przez NPo - prawdopodobienstwo otwaré N kanatow
jonowych obecnych w pipecie podczas pomiaréw. W tym przypadku N = 2. Powtdrzenia, n = 3.
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Wykazano, ze prawdopodobienstwo otwarcia (NPo) kanatu mitoBKc. przy napigciu -40 mV
wzrosto z poziomu 0,97 do 1,51 po dodaniu 10 pM kwercetyny, a po podaniu 300 nM
penitremu A obserwowano catkowite zamknigcie kanalu po 4 min. — NPo spadto do zera
(Rysunek 22). Przy napigciu +40 mV, efektu aktywacji kanalu przez kwercetyng¢ nie
obserwowano z uwagi na wysokie prawdopodobiefistwo otwarcia. Z uwagi na ujemny potencjat

elektryczny wnetrza mitochondriéw, kluczowy jest wynik otrzymany przy napigciu -40 mV.
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Rysunek 22. Analiza prawdopodobienstw otwar¢ kanatéw mitoBK c. pod wplywem 10 puM kwercetyny
przy napigciu -40 mV w symetrycznym roztworze 150/150 mM KCl ($rednia = SD, n = 3). Istotno$¢
statystyczng okreslono na poziomie p < 0,001 (***) wykorzystujac analize jednoczynnikowej wariancji
ANOVA. Przez NPo zaznaczono prawdopodobienstwo otwaré N kanaléw jonowych obecnych
w pipecie podczas pomiaréw. W tym przypadku N = 2. Powtérzenia, n = 3.

W badaniach wplywu zmian aktywnosci biatek kanalowych na procesy fizjologiczne
komorki wazne jest potwierdzenie wplywu modulatoréw, dlatego jako kontrole do powyzszego
eksperymentu zastosowano analog kwercetyny - izoramnetyne. Poréwnanie struktury
chemicznej kwercetyny i izoramnetyny znajduje sie¢ na Rysunku 12. Kolejne do$wiadczenia
patch-clamp z wykorzystaniem izoramnetyny przeprowadzono w tych samych warunkach.
W trakcie badan wykazano, ze obecno$¢ 10 pM izoramnetyny nie zmieniata aktywnosci kanatu
mitoBKca. Reprezentatywne fragmenty nagran oraz analiz¢ prawdopodobienstw otwarcia
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kanatéw przedstawiono na Rysunku 23a i 23b odpowiednio. W przypadku pomiarow dla

kwercetyny i izoramnetyny wykonano analize prawdopodobienstw otwar¢ dla dwoch kanalow

(N=2).
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Rysunek 23. Ocena aktywno$ci kanatu mitoBK ¢, w komérkach HBE WT pod wplywem izoramnetyny
przy napigciu —40 mV w symetrycznym roztworze 150/150 mM KCI. (a) Przyktadowe rejestracje zmian
przeptywajacego pradu jonowego dla kontrolnej aktywnosci kanalu mitoBK¢, oraz po podaniu 10 pM
izoramnetyny. (b) Analiza prawdopodobienstw otwar¢ kanatéw mitoBKc. pod wplywem 10 pM
izoramnetyny przy napigciu -40 mV w symetrycznym roztworze 150/150 mM KClI ($rednia = SD, n =
3). Istotno$¢ statystyczng okre$lono jako nieistotny statystycznie za pomoca jednoczynnikowej analizy
ANOVA. Przez NPo zaznaczono prawdopodobiefistwo otwaré N kanaléw jonowych obecnych w
pipecie podczas pomiaréw. W tym przypadku N =2,

Otrzymane dane jednoznacznie wskazuja, ze kwercetyna jest aktywatorem kanatu
mitoBKc,, izoramnetyna nie zmienia aktywnosci a peniterm A jest blokerem kanalu obecnego
w wewnetrznej blonie mitochondrialnej ludzkich komoérek nablonka oskrzeli (HBE WT).
W przypadku komérek HBE WT, nie zostal zaobserwowany efekt konkurencji wigzania

z bialkiem kanatlu kwercetyny oraz penitremu A.

4.2 Ocena oddychania komérkowego w komaérkach HBE WT
Z uwagi na ujemny potencjal po stronie macierzy mitochondrialnej naptyw potasu przez
kanaly jest ulatwiony. Dlatego, uwaza si¢, ze aktywacja mitochondrialnych kanalow
potasowych wplywa na aktywno$é tancucha transportu elektronéw wywotang depolaryzacja

wewngetrzne] blony mitochondrialnej po naplywie potasu. Ze wzgledu na zaobserwowana
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zdolno$¢ kwercetyny do aktywacji kanalu mitoBKca przy napigciach ujemnych zbadano jej
wplyw na szybko$¢ oddychania komoérkowego. W celu okreslenia szybkosci oddychania
komorek, zastosowano metod¢ opisang w podrozdziale 3.4.1, ktora umozliwia pomiary zuzycia
tlenu w czasie rzeczywistym. Pomiary przeprowadzono na catych komérkach HBE WT. Dzigki
wykorzystaniu aktywatora kanalu — kwercetyny oraz syntetycznego inhibitora penitremu A
mozna byto okre§li¢ wpltyw regulacji transportu potasu przez kanal mitoBKca. na zmiany

szybkosci oddychania komérek.

Wryniki przeprowadzonych doswiadczeni wskazuja, ze 1, 3 i 10 pM kwercetyna
zwigkszala szybko§¢ oddychania komoérek HBE WT w sposob zalezny od stgZenia.
Zaobserwowano wzrost szybkosci oddychania o 15,2% dla stgzenia 1 pM i 0 32,8% dla 10 pM
kwercetyny, co pokazano na Rysunku 24a. Takiego efektu tego nie obserwowano po podaniu
izoramnetyny (1, 3, 10, uM) (Rysunek 24b), a podanie 300 nM penitremu A przed aplikacja
kwercetyny odwraca efekt kwercetyny, co sugeruje, ze zwigkszenie szybkosci oddychania
komoérek HBE WT przez kwercetyng jest zwigzane z aktywacjg kanalu mitoBK ca. Catkowite
rozprzegnigcie lancucha transportu elektronéw indukowano poprzez zastosowanie FCCP
w stezeniu 1 pM.
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Rysunek 24. Ocena wplywu kwercetyny, izoramnetyny oraz penitremu A na szybkos§é zuzycia tlenu
przez komorki HBE WT. Stupki przedstawiajg wplyw (a) kwercetyny w stezeniach 1, 3, 10 pM oraz (b)
izoramnetyny (1, 3, 10 pM) na szybko$¢ zuzycia tlenu przez komérki HBE WT. Wplyw badanych
zwiazkow — kwercetyny oraz izoramnetyny (czarne stupki) poréwnano z szybkoscig zuzycia tlenu
zmierzong w obecno$ci 300 nM penitremu A (szare stupki) odpowiednio na (a) i (b). Pelne
rozprzegnigcie faficucha transportu elektronéw uzyskiwano przez dodatek 1 pM FCCP. Wyniki
przedstawiono jako srednie &+ SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p < 0,05 (*) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

Podobny efekt, jak w przypadku kwercetyny uzyskano po uzyciu klasycznego, ale
syntetycznego aktywatora — NS11021. Komérki HBE WT po podaniu tego zwiazku wykazaty
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wzrost szybkosci zuzycia tlenu zalezny od st¢zenia, ktory réwniez zostat zahamowany przez
penitrem A (Rys 25). Aby uzyska¢ maksymalne rozprzgzenie lancucha oddechowego, co
przeklada si¢ na maksymalny wzrost szybko$ci oddychania, podawano FCCP w st¢zeniu 1 uM.
Maksymalne oddychanie bylo wyzsze w przypadku komoérek traktowanych kwercetyng bez
inhibitora kanalu BKca, co réwniez potwierdza udziat kanatu potasowego w regulacji zmian

szybkosci oddychania.
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Rysunek 25. Analiza wptywu NS11021 na szybko$¢ zuzycia tlenu w komérkach HBE WT. Stupki
przedstawiajag wptyw 1 i 3 pM NS11021 na szybko§¢ zuzycia tlenu przez komérki HBE WT. Efekt
syntetycznego aktywatora NS11021 (czarne stupki) poréwnano z szybkoscig zuzycia tlenu zmierzong
w obecnosci 300 nM penitremu A (szare shupki). Pelne rozprz¢gnigeie lancucha transportu
elektronowego wywolano przez dodanie 1 pM FCCP. Wyniki przedstawiono jako §rednie + SD, n = 3.
Istotnos$¢ statystyczna okreslono przy p < 0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji
ANOVA.

NS11021, klasyczny aktywator kanalu mitoBKca., wykorzystano do potwierdzenia
wplywu aktywacji tego kanalu na szybko$¢ oddychania. Ze wzgledu na to, ze NS11021
wywoluje szereg skutkow ubocznych, o ktérych wspomniano wczesniej tego aktywatora nie

stosowano w innych do$wiadczeniach.

4.3 Fluorescencyjny pomiar potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej
Poprzednie badania wykazaly, ze aktywatory mitochondrialnych kanatéw potasowych
prowadza do depolaryzacji wewnetrznej btony mitochondrialnej poprzez zwigkszony napltyw
K™ do macierzy mitochondrialnej (Testai et al. 2013; Korper et al. 2003). Dlatego zaplanowano
kolejny etap badan, w ktorym badano wplyw kwercetyny i izoramnetyny na potencjat
wewngetrznej blony mitochondrialnej. Analizy dokonano przy uzyciu barwnika
fluorescencyjnego - rodaminy 123. Do komoér pomiarowych (Oxygraph-2k Oroboros
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z fluorescencyjng przystawka) dodawano zwiazki w nastgpujacej kolejnosci: 1,3 pM
rodaminy, ktora jest znana sondg fluorescencyjna wykorzystywang do okreslenia potencjatu
wewngetrznej blony mitochondrialnej, 10 pM digitoniny, ktéra powoduje uprzepuszczalnienie
blony komoérkowej, dzigki czemu sonda moze dostaé si¢ do wnetrza komorki, a to umozliwia
pomiar potencjatu wewngetrznej blony mitochondrialnej. Nastgpnie dodawano 0,5 pM rotenonu,
ktory stanowi inhibitor kompleksu I fancucha oddechowego, dzigki czemu transport elektronow
w lancuchu oddechowym zachodzit z wytaczeniem kompleksu I, kolejno podano 2 mM
bursztynian, ktory stanowi substrat kompleksu II fancucha oddechowego. Po tym dodano 2,5
pM ADP jako substrat syntezy ATP, a nastgpnie 4 pg/ml oligomycyny, ktdra hamuje
aktywno$¢ syntazy ATP. Nastepnie podano badane zwigzki — kwercetyng oraz izoramnetyne
(1, 3, 10, 30 pM), a na zakonczenie do§wiadczenia, rozprzegacz - 1 uM FCCP. Przykladowy
wynik zmian potencjatu wewngetrznej btony mitochondrialnej przedstawiono na Rysunku 26a.
Na Rysunku 26b, przedstawiono analiz¢ danych z powtdrzen do$wiadczen, ale tylko od chwili
podania oligomycyny. Tutaj mozna zauwazy¢, ze kwercetyna w stgzeniach 1, 3, 10, 30 uM
powoduje depolaryzacjg wewnetrznej blony mitochondrialnej w sposéb zalezny od stg¢zenia.
Najbardziej widoczny efekt zaobserwowano przy najwyzszym stgzeniu. Obserwowany spadek
potencjalu wewngetrznej blony mitochondrialnej byt o 19,6% nizszy w obecnosci 30 uM
kwercetyny. Na Rysunku 26¢ z kolei widzimy, Ze izoramnetyna nie miala wplywu na zmiany
potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej. W obu przypadkach dane zostaty
znormalizowane do poziomu potencjatlu wewnetrznej blony mitochondrialnej po podaniu 1 pM

FCCP.
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Rysunek 26. Analiza potencjatu wewnetrznej blony mitochondrialnej z wykorzystaniem rodaminy 123
w komorkach HBE WT. (a) Przykladowy zapis zmian intensywnosci fluorescencji po zastosowaniu 1,3
pM rodaminy, 10 pM digitoniny, 0,5 pM rotenonu, 2 mM bursztynianu, 2,5 uM ADP, 4 pg/ml
oligomycyny, kwercetyny (1, 3, 10, 30 pM), i na koniec 1 pM FCCP. Analiza zmiany potencjatu
wewngtrznej blony mitochondrialnej pod wptywem kwercetyny w réznych st¢zeniach (1, 3, 10, 30 pM)
(b) i izoramnetyny (1, 3, 10 uM) (c). Wyniki przedstawiono jako Srednie £ SD, n = 3. Istotnosé
statystyczng okreslono na poziomie p < 0,05 (*) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji
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Ten etap do$wiadczen byt wazny z uwagi na okre§lenie roli aktywacji i blokowania kanatu

mitoBKc, w regulacji oddychania komérkowego badanego modelu nabtonka.

4.4 Zmiany szybkosci oddychania w obecnosci PM — kontrola oddechowa
Jednym z celow pracy jest okreslenie udziatu aktywacji kanalu mitoBKca w ochronie
komérek nablonka przed uszkodzeniami wywolywanymi przez pyly miejskie. Do realizacji
doswiadczen wybrano pyty miejskie o Srednicy okoto 4 pM. Taki rozmiar PM dociera w rejon
nablonka oskrzeli ukfadu oddechowego czlowieka. Rozklad s$rednic pytéw miejskich
zawartych w probce przedstawiono na Rysunku 27. Szczegdélowe informacje dotyczace

wykorzystywanych pylow miejskich przedstawiono w podrozdziale 3.1.
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Rysunek 27. Rozklad wielkosci pytéw miejskich w probkach wykorzystywanych w badaniach.
Wykres zostal pobrany z karty charakterystyki produktu SRM-2786 (pyly miejskie PM <4 pm
SRM-2786 z Krajowego Instytutu Standardéw i Technologii w USA. Z uwagi na oczekiwang
powtarzalno$¢ wykonywanych doswiadczen wykorzystywano tylko ten produkt.

Okreslenie dawki ste¢zenia pylow miejskich uzywanych w eksperymentach zostalo
ustalone na etapie wstgpnych wynikdéw przedstawionych w propozycji projektu w ramach

konkursu OPUS18. Szacowano wowczas, ze stezenie 50 pg/ml powoduje uszkodzenia komérek
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nablonka (HBE WT) w zakresie 50-70% w poréwnaniu do kontroli z staurosporyng
(maksymalnego uszkodzenia) oraz kontroli, w ktdrej nie podano pytéw miejskich.

Jako dodatkowy element obserwacji morfologii komoérek nablonka w obecnosci PM
wykonane zostaly do$wiadczenia opisane ponizej. W obserwacjach mikroskopowych
zauwazono, ze inkubacja komoérek z 50 pg/m PM znacznie zaburza normalng morfologi¢ oraz
struktur¢ monowarstwy komérek HBE WT (Rysunek 28). Do dalszych do§wiadczen wybrano
inkubacj¢ 24-godzinng, poniewaz w jej wyniku widaé juz zmiany morfologiczne, z kolei po 48
172 godzinach w obserwacjach mikroskopowych wida¢ wiele martwych komorek, co mogloby

utrudniaé przeprowadzenie do§wiadczen.

24 h

B LI T ’s A
‘ «,&f'r ,"' #

Rysunek 28. Zdj¢cia mikroskopowe komérek HBE WT po inkubacji z pytami miejskimi (50 pg/m PM)
po czasie 24, 48, 72 godzin. Zdjg¢cia wykonano kamerg DLTX1080PCMOSHDU2SD (DELTA optical)
umieszczong w odwréconym mikroskopie optycznym (Olympus) pod powigkszeniem 20x.

Poprzednio wykazano, ze aktywacja kanalu mitoBKca przez kwercetyne przyspiesza
oddychanie komérkowe oraz obniza potencjal wewnetrznej blony mitochondrialnej komorek
HBE WT. Postanowiono wigc sprawdzi¢, czy przez aktywacje¢ kanatu mitoBKc. bedzie
mozliwe odwrécenie dysfunkcji mitochondriow wywotanych przez pyly miejskie.

W tym etapie badan zaplanowano pomiary zmian szybkosci oddychania w obecno$ci
pyléw miejskich. Badan tych nie mozna przeprowadzi¢ podajac PM bezposrednio do komér
pomiarowych Oksygrafu ze wzgledu na zanieczyszczanie elektrody pomiarowej przez te
czgstki, co uniemozliwia prowadzenie pomiaru. Dlatego PM podawalam w hodowli
komoérkowej w formie preinkubacji z pozywka, zeby unikng¢ uszkodzenia urzadzenia
pomiarowego i zaburzen przebiegu doswiadczen. Komorki byty inkubowane 24 h z 50 pg/ml
PM w pozywce przed pomiarem. W celu analizy wlasciwosci ochronnych kwercetyny na

funkcje mitochondriéw sprawdzono rowniez wplyw inkubacji 24-godzinnej z 50 pg/m PM oraz
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1 i 3 pM kwercetyny na kontrole oddechows komérek HBE WT. Komorki nie inkubowane
z PM (kontrola), 24 godziny przed pomiarem mialy zmieniona pozywke.

Kontrola oddechowa zostala oceniona za pomoca systemu Oxygraph-2K. W tym
pomiarze wykorzystano inhibitor ATPazy, oligomycyne (4 pg/ml), rozprzegacz FCCP
w stezeniu 1 pM, a resztkowe zuzycie tlenu mierzono wykorzystujac inhibitory kompleksow
tahicucha oddechowego: 2,5 uM rotenon—inhibitor kompleksu I oraz 0,5 pM antymycyng A,
ktora jest inhibitorem kompleksu III tancucha oddechowego. Rysunek 29 przedstawia zmiany
w oddychaniu komérek HBE WT, ktore jest znacznie nizsze (o okolo 62%) w komoérkach
poddanych inkubacji z 50 pg/ml PM przez 24 godziny. Poziom oddychania komérkowego po
podaniu rozprzegacza FCCP, réwniez ulegt zmniejszeniu (o 61%) po ekspozycji na pyly
miejskie. Moze to sugerowac, ze funkcje mitochondriéw sg uposledzone po ekspozycji na PM.
W tym przypadku jednoczesna ekspozycja na PM i kwercetyne (1, 3 pM) nie przywrécita
prawidlowej funkcji mitochondriow. W pomiarach nie udalo si¢ otrzyma¢ danych

w obecnosci 10 pM kwercetyny, poniewaz nie uzyskano stabilizacji szybkosci zuzycia tlenu.

Bl Kontrola

. PM
100+ E=IPM + 1 uM Kwercetyna
r— [IMPM + 3 uM Kwercetyna
75+

Zuzycie tlenu (pmol/s*mi)
e

Poziom 4 yg/mi 1M FCCP 1 pM Rotenon
bazowy Oligomycyna 5 uM Antymycyna A

Rysunek 29. Wplyw 24-godzinnej ekspozycji komérek HBE WT na pyly miejskie, kwercetyne
i izoramnetyn¢ na funkcje mitochondriow w komoérkach HBE. Komérkom HBE podawano 4 pg/ml
oligomycyny, 1 pM FCCP i 1 pM rotenon z 5 pM antymycyne A w celu pomiaru dysfunkcji
mitochondriéw w komérkach kontrolnych (czarne stupki). Komoérki inkubowano przez 24 godziny z 50
pg/ml PM (szare stupki), komorki inkubowano przez 24 godziny z 50 pg/ml PM i 1 pM kwercetyny
(linie poziome), komérki inkubowano 24 godziny z 50 pg/ml PM i 3 pM kwercetyny (linie pionowe).
Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczna okreslono przy p < 0,05 (*),p <
0,01 (**), p < 0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.
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4.5 Ocena syntezy reaktywnych form tlenu po ekspozycji na pyty miejskie

45.1 Pomiary catkowitego poziomu reaktywnych form tlenu

Reaktywne formy tlenu uczestniczg w procesach komérkowych i wplywaja na szlaki
przekazywania sygnatu w komoérce. Regulujg funkcje metaboliczne komoérek, a takze wpltywaja
na proces $mierci komérkowej oraz migracje komérek. Wykazano rowniez zwigzek regulacji
poziomu RFT przez aktywacj¢ mitochondrialnych kanatéw potasowych (Gomez Del Val et al.
2024).

Zmiany w aktywnos$ci mitochondriow prowadzg do zmian w poziomie reaktywnych
form tlenu. Ze wzgledu na to, Ze zaobserwowano udziat pytéw miejskich w uszkodzeniach
funkcji komérkowych, postanowiono réwniez zbada¢ ich efekt na poziom reaktywnych form
tlenu w komoérkach. Ekspozycja komérek HBE WT na PM spowodowala istotny wzrost
poziomu reaktywnych form tlenu w poréwnaniu z grupa kontrolng — komoérkami HBE WT
nieinkubowanymi z PM. Podstawowy poziom RFT w niepoddanych dziataniu PM komoérkach
HBE WT wynosil okolo 4 jednostki arbitralne, natomiast po ekspozycji na PM wzrést do okolo
10 jednostek arbitralnych. Roznica ta byla istotna statystycznie (***p < 0,001), co wskazuje,
ze PM silnie indukuje stres oksydacyjny w ludzkich komoérkach nablonka oskrzeli (Rysunek
30).
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Rysunek 30. Wplyw 50 pg/ml PM na poziom catkowity RFT w komérkach HBE WT. Czarny stupek
przedstawia kontrolny poziom RFT. Szary stupek przedstawia dane po zastosowaniu 50 pg/ml PM.
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Dane zostaly znormalizowane do wartosci kontrolnych i wyrazane jako $rednie = SD, n = 3. Istotno$é
statystyczng okreslono przy p < 0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA

Kolejno, wlasciwosci przeciwutleniajace kwercetyny oraz ochronne wlasciwosci tego
zwigzku zwigzane z aktywacja kanatu BKc. 1 izoramnetyny, a takze prooksydacyjny efekt PM
okreslono metoda barwienia fluorescencyjnego za pomoca sondy H2ZDCFDA. Postawione
zostalo pytanie czy poziom reaktywnych form tlenu moze byé regulowany w wyniku aktywacji
kanatu mitoBKc.? W tym eksperymencie okreslono wplyw ekspozycji 50 pg/ml PM na
poziomy RFT w komoérkach HBE WT. Kwercetyna (1, 3, 10, 30 puM) (Rysunek 31a) wykazaty
dzialanie przeciwutleniajace w komoérkach HBE. Najwigksza aktywnos§¢ antyoksydacyjng
w przeprowadzonym eksperymencie miata kwercetyna w stezeniu 10 pM, ktéra obnizata
poziom RFT o 52%. Dzialanie antyoksydacyjne w komorkach traktowanych PM
zaobserwowano zaréwno dla kwercetyny, jak i izoramnetyny. Dzialanie przeciwutleniajace
kwercetyny jest najbardziej widoczne przy st¢zeniu 10 pM, gdyz poziom RFT jest nizszy
0 44% w poréwnaniu do poziomu w komoérkach traktowanych PM. Co ciekawe, penitrem A
300 nM nie odwrdcil dzialania kwercetyny w stezeniach 1 i 3 pM, co mogloby prowadzi¢ do
whniosku, ze wlasciwosci przeciwutleniajace kwercetyny na komérki HBE nie s3 powiazane z

otwarciem kanatu mitoBKc.. Jedynie w przypadku obecno$ci 10 uM kwercetyny i penitremu

A obserwowano udzial aktywaciji tego kanatlu w regulacji poziomu RFT (Rysunek 31b).
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Rysunek 31. Wptyw kwercetyny na synteze reaktywnych form tlenu w komérkach HBE WT. Czame
shupki przedstawiaja wpltyw kwercetyny (1, 3, 10 uM) na wewnatrzkomérkowy poziom RFT. Wptyw
50 pg/ml PM na poziom catkowity RFT wraz z kwercetyna (1, 3, 10 pM) (b). Szare shupki przedstawiaja
dane w obecnosci 300 nM penitremu A. Dane zostaly znormalizowane do warto$ci kontrolnych
i wyrazane jako §rednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p < 0,001 (***) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.
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W kolejnych pomiarach poziomu reaktywnych form tlenu na poziomie komérkowych
okreslono wptyw ekspozycji 50 pg/ml PM wraz z izoramnetyna (1, 3, 10, 30 pM) (Rysunek
32). Okazalo si¢, ze roéwniez analog kwercetyny — izoramnetyna wykazuje dzialanie
przeciwutleniajgce w komoérkach HBE. Wynik wskazujacy, ze penitrem A 300 nM nie odwrocit
dzialania kwercetyny, koresponduje z obserwacja, ze izoramnetyna (ktora nie aktywowata
kanalu mitoBKca w do$wiadczeniach patch-clamp) moze rdéwniez zmniejsza¢ stres
oksydacyjny w komoérkach HBE, zaréwno kontrolnych, jak i tych inkubowanych z 50 pg/ml
PM. Jednak w tym przypadku nie mozna stwierdzi¢ udziatu aktywacji kanalu w regulacji
poziomu reaktywnych form tlenu.
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Rysunek 32. Ocena wplywu izoramnetyny na syntez¢ reaktywnych form tlenu w komorkach HBE WT.
Czarne stupki przedstawiajg wptyw izoramnetyny (1, 3, 10 pM) (2) na wewnatrzkomdrkowy poziom
RFT. Wptyw 50 pg/ml PM na poziom catkowity RFT wraz z izoramnetyny (1, 3, 10 uM) (b). Szare
stupki przedstawiaja dane po zastosowaniu 300 nM penitremu A. Dane zostaly znormalizowane do
wartosci kontrolnych i wyrazane jako $rednie = SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczna okreslono przy p <
0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.5.2 Mitochondrialny poziom reaktywnych form tlenu
Znaczna cze¢$¢ reaktywnych form tlenu powstaje w mitochondriach komérek w wyniku
,wycieku” elektronéw z lafncucha oddechowego. Te ,wyciekajace” elektrony, gléwnie
z kompleksu I i I1I taficucha oddechowego moga redukowac tlen czasteczkowy niecatkowicie,
tworzac anionorodnik ponadtlenkowy (O2z¢").
Ze wzgledu na aktywacje kanalu mitoBKca w mitochondriach oraz dziatanie
antyoksydacyjne kwercetyny i izoramnetyny podjgto probe okreSlenia poziomu

mitochondrialnych RFT za pomocg barwienia fluorescencyjnego z uzyciem sondy MitoSOX.
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Zmiany fluorescencji tej sondy zwigzane sg z RFT pochodzenia mitochondrialnego (mitoRFT).
Syntez¢ mitoRFT mierzono w kontrolnych komérkach HBE WT, jak i komérkach HBE WT
po ekspozycji na 50 pg/ml PM. Jak przedstawiono na Rysunku 33, kwercetyna (1, 3, 10, 30
pM) nie wykazala dziatania przeciwutleniajacego na poziom mitoRFT w komoérkach HBE,
podobnie jak izoramnetyna (1, 3, 10, 30 uM) (Rysunek 33). Kwercetyna i izoramnetyna
wykazaly wlasciwoéci antyoksydacyjne w mitochondriach komérek HBE w przypadku
uszkodzen oksydacyjnych wywolanych PM w stgzeniu 50 pg/ml. Wilasciwosci
przeciwutleniajagce kwercetyny byly silniejsze niz izoramnetyny — w przypadku 10 pM
kwercetyny nastapit spadek syntezy RFT o 35%, a w przypadku 10 pM izoramnetyny o 12%.
Podobnie jak w przypadku wynikéw na poziomie komoérkowym, penitrem A 300 nM nie

odwracal dziatania kwercetyny.
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Rysunek 33. Ocena wplywu kwercetyny na syntez¢ reaktywnych form tlenu na poziomie
mitochondriow w komérkach HBE WT. Czarne stupki przedstawiaja wplyw kwercetyny (1, 3, 10 pM)
na poziom mitoRFT. Wptyw 50 pg/ml PM na poziom mitoRFT wraz z kwercetyna (1, 3, 10 pM) (b).
Szare stupki przedstawiaja dane po zastosowaniu 300 nM penitremu A. Dane zostaly znormalizowane
do wartosci kontrolnych i wyrazane jako $rednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p <
0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.
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Rysunek 34, Wplyw izoramnetyny na synteze reaktywnych form tlenu na poziomie mitochondriow
komérek HBE WT. Czamne stupki przedstawiaja wplyw izoramnetyny (1, 3, 10 uM) (a) na poziom
mitoRFT. Wplyw 50 pg/ml PM na poziom mitochondrialnych RFT wraz z izoramnetyny (1, 3, 10 puM)
(b). Szare slupki przedstawiaja dane po zastosowaniu 300 nM penitremu A. Dane zostaty
znormalizowane do wartosci kontrolnych i wyrazane jako $rednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng
okreslono przy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowe;j
wariancji ANOVA.

4.6 Ocena przeznabftonkowego oporu elektrycznego

Obserwowane  zmiany na  poziomie funkcjonowania komorki  przy
aktywacji/hamowaniu kanalu mitoBKc., w tym dotyczacych poziomu reaktywnych form tlenu,
dysfunkcji mitochondriéw, sklania do poszukiwan roli kanatu réwniezna poziomie
funkcjonowania tkanki. Jak wspomniano w podrozdziale 1.3.2 kluczowa funkcjg tkanki
nablonkowej jest jej mozliwo$¢ do tworzenia szczelnej bariery. Pomiar tej wiasnoSci jest
mozliwy dzigki analizie pozioméw przeznablonkowego oporu elektrycznego (TEER), ktéry
prowadzony jest zazwyczaj w warunkach in vitro. TEER shuzy rowniez jako wskaznik ogdlnej
kondycji bariery nablonkowe;j.

Komérki byly hodowane z wykorzystaniem insert6w na granicy faz ciecz-ciecz (LLI,
ang. liquid-liquid interface), a nastepnie na granicy faz powietrze-ciecz (ALl ang. air-liquid
interface) w celu polaryzacji komérek. Przed kazdym eksperymentem pozywke do hodowli
komorek zastgpiono sterylnym roztworem Ringera zaréwno po wierzcholtkowej/apikalnej
i podstawno-bocznej stronie monowarstwy komoérek. Nastepnie mierzono opdér TEER
warstwy. W kolejnym etapie badan, na wyhodowane monowarstwy komorek podawano badane
zwiazki - kwercetyne, penitremem A wraz z kwercetyna, izoramnetyny, penitrememu A wraz

z izoramnetyng, NS11021, penitrememu A wraz z NS11021 przez 1 godzing. Nast¢pnie dodano
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50 pg/ml PM do cze$ci apikalnej monowarstwy i wykonano pomiar TEER, a potem mierzono
przeznablonkowy opér monowarstw komorek po 30, 60, 90 i 180 minutach po rozpoczeciu
inkubacji z pytami miejskimi. Schemat podawania substancji po apikalnej stronie monowarstw

komorek podczas pomiarow przedstawiono na Rysunku 35.

Su bstancje; 50 pM Kwercetyna
50 pM lzoramnetyna

3 pM NS11021
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Rysunek 35. Schemat czasowy inkubacji komérek do oceny przeznabtonkowego oporu elekirycznego
monowarstwy komoérek HBE WT. Komoérki inkubowano z 50 pg/ml PM oraz z 50 pM kwercetyna, 50
uM izoramnetyng, 3 pM NS11021, 300 nM penitremem A. PM byly podawane w godzinie 0, a badane
substancje (kwercetyna, izoramnetyna, NS11021) 30 lub 60 minut przed godzing 0. Pomiary byly
wykonywane w godzinie 0, po 30, 60, 90 i 180 minutach.

Jak pokazano na Rysunku 36a, ekspozycja na 50 pg/ml PM spowodowata spadek TEER
0 27%. Okazalo si¢ jednak, ze SO0pM kwercetyna odwrocita spadek TEER wywolany PM, a
penitrem A (300 nM) cze$ciowo znidst ten efekt, co sugerowatoby wazna rol¢ aktywacji kanalu
mitoBKc. w formowaniu funkcjonalnej — szczelnej bariery nablonka oddechowego. Podobnie
3 uM NS11021, syntetyczny aktywator kanatu mitoBKc., rowniez chronit monowarstwy
komorek przed utratg szczelno$ci (25% wyzszy poziom TEER niz w przypadku PM), jednak
jego dziatanie nie bylo tak silne jak obserwowane w przypadku 50 pM kwercetyny (46%)
(Rysunek 36b). Aby dodatkowo potwierdzi¢ udzial kanalu mitoBKca w obserwowanych
zjawiskach, wykorzystano analog kwercetyny — izoramnetyng. Jak pokazano na Rysunku 36c,
izoramnetyna nie wykazywala dziatania ochronnego na TEER monowarstw komérek HBE WT
narazonych na dzialanie PM. Podsumowujac, wlasciwosci ochronne kwercetyny przed
uszkodzeniami szczelno$ci warstwy komoérek wywolanymi przez PM sa powiazane

z aktywacja kanaléw mitoBKca.

98



¥V e Kontrola
¢ === PM (***)

B eccee PM/Kwercetyna (**}
- A =«== PM/Kwercetyna/Penitrem A (*)

1.1 OSSO Lt
1.0{ g
0.9 I‘\

0.6- B N
0.7

0.6" r T T T T T
0 20 60 100

‘-------I

Przezbtonowy opér elektryczny
(znormalizowany do kontroli)
/

[
4

L)
180

Czas (min)

L]
140

o

1.35 v Kontrola
® == PM (**¥)
1.2 B ecces PM/NS11021 (ns)
1.1+ A ==== PM/NS11021/Penitrem Aj(***}

1.0+ ‘-‘14—"—-__ i e e —==-§
0.9+ I\\
0.84 *s{
0.7

0.6~ r T T T T T T T T T 1
0 20 60 100 140 180

““----I

Przezbtonowy opér elektryczny
(znormalizowany do kontroli}
/
>
!

!

Czas {min)

O

139 ¥ Kontrola

B ¢ === DM (**¥)

) 8 «s=e= PM/Izoramnetyna {***)

1.14 & =<=- PM/Izoramnetyna/Penitrem A (***)

1.04 — =. -
0.9- Q
0.8+ S LT
0.7+

O-SJ L) L) L] Ll L} T L] L] L] L L)
0 20 60 100 140 180

Przezbtonowy opdr elektryczny
(znormalizowany do kontroli)

Czas (min)

Rysunek 36. Zmiany przeznablonkowego oporu elektrycznego monowarstw komérek HBE WT.
Zmiana TEER po ekspozycji na roztwoér Ringera (kontrola), 50 pg/ml PM z/bez 50 pM kwercetyny
i 300 nM penitremu A. (2) Zmiana TEER po ekspozycji na sam roztwor Ringera (kontrola), 50 pg /ml
PM z/bez 3 nM NS11021 i 300 nM penitrem A. (b) Zmiana TEER po ekspozycji na sam roztwdr Ringera
(kontrola), 50 ug/ml PM z/bez 50 uM izoramnetyny i 300 nM penitrem A. (c) Dane przedstawiono jako
$§rednia + SD z eksperymentow przeprowadzonych niezaleznie (n = 4). Istotno$¢ statystyczng pomiaro6w
w poréwnaniu z kontrolami okre$lono przy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) 1 p < 0,001 (***) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.
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Dodatkowo wyniki zaprezentowane na Rysunku 37 nie wskazuja na efekty uboczne
zastosowanych substancji. Zaobserwowane przeznablonkowe zmiany oporu elektrycznego
w obecnosci kwercetyny, izoramnetyny, NS11021 lub penitremu A nie byly istotne

statystycznie.

3] Omin
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(znormalizowany do kontroli)

Rysunek 37. Zmiana TEER po ekspozycji na roztwér Ringera uzupehiony 50 uM kwercetyny, 50 uM
kwercetyny i 300 nM penitremu A, 50 pM isoramnetyny, 50 pM isoramnetyny i 300 nM penitremu A
oraz 3 nM NSI11021, 3 nM NS11021 i 300 nM penitrem A. Biale shipki na wykresie
przedstawiaja pomiary TEER w czasie 0, szare jasne stupki reprezentujg pomiary po 30 minutach, szare
stupki — po 60 minutach, ciemne szare shupki to wyniki pomiaréw wykonanych po 90 minutach, a czarne
— po 180 min. Dane przedstawiono jako $rednig + SD z eksperymentow przeprowadzonych niezaleznie
(n = 4). Istotno$¢ statystyczna pomiaréw w poréwnaniu z kontrolami okreslono przy p < 0,05 (*), p <
0,01 (**)ip < 0,001 (***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.7 Pomiar patch-clamp w linii komérek HBE AaBK
Dla potwierdzenia roli kanaln BKca w fizjologii komoérek nablonka oskrzeli
przeprowadzono seri¢ doswiadczen z wykorzystaniem linii z delecjg tego kanatu - HBE AaBK.

Nowa, wygenerowang lini¢ komérkowa HBE AaBK opisano w podrozdziale 3.2.2.

Pierwszym etapem bylo potwierdzenie, ze wyprowadzona linia pozbawiona
funkcjonalnego kanalu BKc. — HBE AaBK nie wykazuje jego aktywnosci. W tym celu
wykonano pomiary patch-clamp, ktoére przeprowadzono na blonie komorkowej i wewnetrznej
blonie mitochondrialnej komoérek HBE AoBK (Rysunek 38a). W tych ukladach nie
obserwowano zadnego pradu jonowego typowego dla kanalu BKc. (Rysunek 38b). Aby
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potwierdzi¢ t¢ obserwacje, przetestowaliSmy dzialanie syntetycznego aktywatora kanatu BKc,
- 3 uM NS11021 oraz 10 uM kwercetyny. Co ciekawe, zastosowanie NS11021 w komoérkach
HBE AaBK nie spowodowalo aktywacji zadnego pradu odpowiadajacego kanatom
potasowym, co skutkowalo prawdopodobiefistwem otwarcia wynoszacym 0% (Rysunek 38).
Podobng obserwacje zarejestrowano w obecno$ci kwercetyny. Wyniki te jednoznacznie
potwierdzaja brak kanatu BKc. w nowej linii komérkowej HBE AaBK zaréwno w blonie

plazmatycznej jak i w wewnetrznej blonie mitochondrialne;.
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Rysunek 38. Patch-clamp blony plazmatycznej komorek HBE AoBK. (a) Przyklad sygnalu
zarejestrowanego w warunkach kontrolnych, po podaniu 3 pM NS11021 i 10 pM kwercetyny dla
eksperymentdéw elektrofizjologicznych patch-clamp z wykorzystaniem blony plazmatycznej komorek
AoBK HBE. Wszystkie pomiary prowadzono w 150 mM roztworze KCl ze 100 pM Ca?* przy napigciu
-40 mV. (b) Wykres przedstawia analize prawdopodobiefistwa otwarcia kanalu (NPo). Wyniki
przedstawiono jako Srednie + SD. Istotno$é statystyczng okreslono przy p < 0,001 (***) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.
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W przypadku eksperymentu patch-clamp prowadzonego na blonie mitoplastu
(wewngtrzna blona mitochondrialna) w mniej niz 7% wszystkich prowadzonych pomiaréw
zarejestrowaliSmy duze prady o niskiej kinetyce. Zagadnienia tego nie kontynuowano,
poniewaz nie stanowilo to przedmiotu zainteresowania w trakcie prowadzonych badan.
Podobnie jak w przypadku do$wiadczen przeprowadzonych na blonie plazmatycznej, zapisy
uzyskane na wewng¢trznej blonie mitochondrialnej w obecnosci 3 pM NS11021 i 10 pM
kwercetyny nie wskazuja na obecno$¢ kanalu BKca (Rysunek 39). Analiza
prawdopodobienstwa otwar¢ wynosi 0% w obecno$ci 3 pM NS11021 — aktywatora kanatu
BKca (Rysunek 39b).
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Rysunek 39. Patch-clamp wewnetrznej blony mitochondrialnej dla komérek HBE AaBK. (a) Przyktad
sygnalu zarejestrowanego w warunkach kontrolnych, po podaniu 3 pM NS11021 i 10 uM kwercetyny
do eksperymentéw elektrofizjologicznych patch-clamp z wykorzystaniem mitoplastéw z komérek
AuBK HBE. Wszystkie pomiary prowadzono w 150 mM roztworze KCl ze 100 pM Ca?* przy napigciu
-40 mV. (b) Wykres przedstawia analiz¢ prawdopodobienistwa otwarcia kanalu (NPo). Wyniki
przedstawiono jako Srednie + SD. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p < 0,001 (***) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.8 Ocena szybkosci zuzycia tlenu w komérkach HBE AaBK

W celu dodatkowego potwierdzenia, Zze za zwigkszenie szybkosci oddychania w linii
komorkowej HBE WT w obecnosci kwercetyny odpowiedzialny jest mechanizm zwigzany
z aktywacja mitochondrialnego kanatu potasowego mitoBKc. wykorzystano lini¢ komérkowa
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HBE AaBK. Komoérki i modulatory kanatu - kwercetyne podawano do komoér pomiarowych
podobnie jak w przypadku badan prowadzonych z wykorzystaniem linii HBE WT. W wyniku
prowadzonych analiz okazalo sie, ze 1, 3 i 10 pM kwercetyna nie zwigkszata zuzycia tlenu
przez komorki HBE AoBK niezaleznie od dawki. Obserwowane poziomy oddychania
komoérkowego (Rysunek 40) w kazdym badanym stezeniu kwercetyny byly podobne, a takze
réznice wynikéw nie byly istotne statystycznie. Aby uzyska¢ maksymalny wzrost szybkosci
oddychania, podawano FCCP w stezeniu 1 uM.
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Rysunek 40. Ocena wptywu kwercetyny na szybko$¢ zuzycia tlenu w komérkach HBE AaBK. Stupki
przedstawiaja wplyw kwercetyny w zadanych stezeniach (1, 3, 10 uM) na szybko$¢ zuzycia tlenu przez
komoérki HBE AaBK. Kolor fioletowy od tego momentu bedzie reprezentowat na wykresach uzyskane
dana dla komérek HBE AaBK. Pelne rozprzegnigcie tancucha transportu elektronowego wywolano
przez dodatek 1 pM FCCP. Wyniki przedstawiono jako $rednie = SD, n = 3. Istotnos¢ statystyczna
okreslono przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA. Otrzymane zmiany poziomu
oddychania tlenowego przy wykorzystaniu kwercetyny nie byly istotne statystycznie.

W przypadku pomiaru szybko$ci oddychania komorkowego z wykorzystaniem
syntetycznego aktywatora — NS11021 zaobserwowano nieznaczny wzrost szybkosci
oddychania komérkowego komorek HBE AaBK, ktory jednak nie byt istotny statystycznie oraz
nie r6znit si¢ od efektu wywotanego podaniem 300 nM Penitremu A (Rysunek 41).
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Rysunek 41. Analiza wptywu NS11021 na szybkos¢ zuzycia tlenu w komérkach HBE AaBK. Stupki
przedstawiajag wplyw 1 1 3 uM NS11021 na szybko$¢ zuzycia tlenu przez komérki HBE AaBK.
Dziatanie syntetycznego aktywatora NS11021 (fioletowe shupki) poréwnano z szybko$cig zuzycia tlenu
zmierzong w obecnosci 300 nM penitremu A (jasne fioletowe stupki). Pelne rozprzggnigcie tanicucha
transportu elektronowego wywotano przez dodanie 1 pM FCCP. Wyniki przedstawiono jako srednie +
SD, n = 3. Istotnos¢ statystyczna okreslono przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

Whioskiem dodatkowym, ptyngcym z tego do$wiadczenia, jest to, ze NS11021 przy$piesza
oddychanie niezaleznie od obecno$ci inhibitora kanali, dlatego nie mozna tego efektu
korelowaé z aktywacjg kanatu mitoBK ca. Tak jak juz wczesniej wspomniano, to niespecyficzny

skutek stosowania NS11021.

4.9 Catkowity poziom reaktywnych form tlenu w komérkach HBE AeBK

Do okre$lenia poziomu reaktywnych form tlenu w komarkach z delecja kanalu BKca
linii HBE AaBK zastosowano metode barwienia fluorescencyjnego sonda H2DCFDA. Podjeto
probe odpowiedzi na pytanie, czy obok efektu przeciwutleniajacego kwercetyny i izoramnetyny
brak obecnosci kanalu w tej nowo wygenerowane;j linii komérkowej moze wpltywac na poziom
reaktywnych form tlenu po ekspozycji na pyly miejskie w stezeniu 50 pg/ml PM. Jak pokazano
na Rysunku 42, bazowy poziom reaktywnych form tlenu w komdrkach linii HBE AoBK
niepoddanych dzialaniu PM przy podaniu kwercetyny oraz izoramnetyny réwniez spada

w poréwnaniu z komorkami z grupy kontrolnej, jednak ta réZnica nie jest istotna statystycznie.
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Rysunek 42. Analiza wptywu kwercetyny na wewnatrzkomorkowy poziom reaktywnych form tlenu w
komoérkach HBE AaBK. Fioletowe stupki przedstawiaja wplyw kwercetyny (1, 3, 10 pM) na
wewnatrzkomérkowy poziom RFT (a) oraz pytéw miejskich i kwercetyny (1, 3, 10 pM) (b). Fioletowy
Jjasny shupek wskazuje na poziom reaktywnych form tlenu w tym samym uktadzie, ale z wykorzystaniem
penitremu A 300 nM. Dane zostaty znormalizowane do wartosci kontrolnych i wyrazane jako $rednie +

SD, n = 3. Istotnos¢ statystyczna okreslono jako nieistotny statystycznie za pomoca jednokierunkowe;j
ANOVA.

W obecnosci pytéw miejskich poziom reaktywnych form tlenu rowniez ulegal obnizeniu pod
wplywem badanych zwiazkoéw — kwercetyny oraz jej analogu — izoramnetyny (Rysunek 43),
réwniez w tym przypadku roznica nie byla istotna statystycznie. Wickszy efekt ochronny przed
uszkodzeniami na drodze powstawiania reaktywnych form tlenu w przypadku kwercetyny dla
linii HBE WT niz HBE AoBK wskazuje na udziat kanatu BKc, w tym zjawisku (Rysunek 44).
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Rysunek 43. Analiza wptywu izoramnetyny na wewngtrzkomorkowy poziom reaktywnych form tlenu
w komorkach HBE AaBK. Fioletowe stupki przedstawiaja wplyw izoramnetyny (1, 3, 10 pM) na
wewnatrzkomérkowy poziom RFT (a) oraz pyloéw miejskich wraz z izoramnetyna (1, 3, 10 pM) (b).
Fioletowy jasny stupek wskazuje na poziom reaktywnych form tlenu w tym samym ukladzie, ale w
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obecnosci penitremu A 300 nM — inhibitora kanatu BKc.. Dane zostaly znormalizowane do wartosci
kontrolnych i wyrazane jako $rednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono jako nieistotny
statystycznie przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

Na Rysunku 44 przedstawiono efekt ekspozycji na 50 pg/ml PM na calkowity poziom
RFT w komoérkach HBE WT i HBE AoBK. Przeprowadzone badania wykazaly, Zze narazenie
na pyly miejskie powoduje znaczny wzrost catkowitego poziomu reaktywnych form tlenu
w komorkach linii HBE WT jak i komoérkach linii z delecja HBE AoBK (p < 0,001). Co
ciekawe, wzrost RFT w komorkach linii HBE AoBK po ekspozycji na 50 pg/ml PM jest wyzszy

niZ ma to miejsce w linii typu dzikiego, jednak rdznica ta nie jest istotna statystycznie.
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Rysunek 44. Wptyw 50 pg/ml PM na calkowity poziom RFT w komérkach HBE WT i HBE AoaBK.
Czarme shupki przedstawiajg kontrolny poziom RFT w komérkach HBE WT, a fioletowe ciemne - HBE
AoBK. Szare shupki (HBE WT) i fioletowe jasne stupki (HBE AaBK) przedstawiaja dane po
zastosowaniu inkubacji komoérek z 50 pg/ml PM. Dane zostaty znormalizowane do wartosci kontrolnych
i wyrazane jako $rednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p < 0,001 (***) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.,
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4.10 Poziom mitochondrialnych reaktywnych form tlenu w komérkach HBE

AoBK

W pracy doktorskiej ocenitam zmiany w syntezie mitochondrialnych RFT. W ten
sposéb podjeta zostala proba wyjasnienia udzialu aktywacji kanalu mitoBKc. oraz efektu
przeciwutleniajacego kwercetyny i izoramnetyny w nowo wygenerowanej linii komorkowe;.
Badania poziomu mitochondrialnych reaktywnych form tlenu wykonano z wykorzystaniem
sondy MitoSOX. Poziom RFT mierzono w komoérkach delecja HBE AoBK nie traktowanych
oraz traktowanych 50 pg/ml PM. Rysunek 45 i 46 przedstawia, ze kwercetyna oraz
izoramnetyna w stezeniachl, 3, 10 uM nie wykazala dziatania antyoksydacyjnego. Efekty w

obecnosci penitremu A byly nie istotne statystycznie.
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Rysunek 45. Analiza wplywu kwercetyny na poziom reaktywnych form tlenu pochodzenia
mitochondrialnego w komoérkach HBE AaBK. Fioletowe stupki przedstawiaja wptyw kwercetyny (1, 3,
10 pM) na mitochondrialny poziom RFT (a), oraz kwercetyny (1, 3, 10 pM) i pytéw miejskich (b).
Fioletowy jasny slupek wskazuje na poziom reaktywnych form tlenu w tym samym schemacie, ale
z wykorzystaniem penitremu A 300 nM.. Dane zostaly znormalizowane do wartosci kontrolnych
1 wyrazane jako $rednie + SD, n = 3. Istotnoé¢ statystyczng okreslono przy p < 0,01 (**) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

Kwercetyna i izoramnetyna wykazaly wlasciwosci antyoksydacyjne w mitochondriach
komoérek HBE WT w przypadku uszkodzen oksydacyjnych wywotanych PM w stezeniu 50
pg/ml. Wlasciwosci przeciwutleniajace kwercetyny byty silniejsze niz izoramnetyny (wynik
w przypadku izoramnetyny nie byt istotny statystycznie). Wynik ten jest tozsamy z wynikiem
otrzymanym dla linii z funkcjonalnym kanatem BKca, w ktérej rowniez kwercetyna wywolata
silniejszy efekt antyoksydacyjny. Znaczny efekt w pordwnaniu obydwu linii moze wskazywac,
ze wlasciwos$ci antyoksydacyjne badanego polifenolu w stosunku do RFT pochodzenia

mitochondrialnego nie sa zwigzane z aktywacja przez kwercetyng kanatu.
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Rysunek 46. Wplyw izoramnetyny na poziom reaktywnych form tlenu pochodzenia mitochondrialnego
w komérkach HBE AoBK. Fioletowe stupki przedstawiaja wplyw izoramnetyny (1, 3, 10 pM) na
wewnatrzkomoérkowy poziom RFT (a) oraz izoramnetyny (1, 3, 10 puM) i pyléw miejskich (b).
Fioletowy jasny stupek wskazuje na poziom reaktywnych form tlenu w tym samym schemacie, ale z
wykorzystaniem penitremu A 300 nM. Dane zostaly znormalizowane do wartosci kontrolnych i
wyrazane jako §rednie + SD, n = 3. Istotno§¢ statystyczng okreslono przy pomocy analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.11 Przezywalnos¢ komorek
Podwyzszony poziom reaktywnych form tlenu w komorkach, a takze zaburzenia
funkcjonowania laficucha transportu elektronéw przyczyniaja si¢ do ogdlnego pogorszenia
funkcjonowania komorek. Jesli te zmiany wystepuja s zaawansowane, mogg rowniez
prowadzi¢ do $mierci komorek. Dlatego, zaplanowane zostaty do§wiadczenia dotyczace oceny
przezywalnos¢ komoérek w badanych uktadach doswiadczalnych. Ten typ do$wiadczen byt
wykonany na wstepnym etapie doktoratu, a umieszczenie tych wynikow tutaj wynika z planu

przedstawienia danych w doktoracie.
4.11.1 Przezywalnos¢ mierzona za pomocy testu apoptoza-nekroza

W celu okreslenia przezywalno$ci badanych linii komérkowych w pierwszej kolejno$ci
zastosowano komercyjny test umozliwiajgcy badanie poziomu $mierci komérkowej na drodze
apoptozy wedlug protokotu opisanego w podrozdziale 3.6.2. Wykazano, ze komérki HBE WT
w obecnosci 50 pg/ml PM wykazuja wyzszy poziom apoptozy niz komorki kontrolne.
Inkubacja komoérek z 1, 3, 10 pM kwercetyng przywraca zywotno$¢ komorek w sposdb zalezny
od dawki (Rysunek 47). Zastosowanie staurosporyny w stezeniu 0,5 uM mialo na celu

wskazanie maksymalnego stopnia uszkodzen.
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Rysunek 47. Analiza poziomu apoptozy komoérek linii HBE WT po inkubacji z PM oraz kwercetyng
(1, 3, 10 pM) wyrazong zmiang luminescencji w czasie (1-13 h). Na wykresie przedstawiono poziom
apoptozy wyrazony jako znormalizowang luminescencj¢ (% RLU) wzgl¢dem kontroli
(komorki nieindukowane), 0,5 pM staurosporyny (STS; induktor apoptozy), 50 pg/ml PM, 1, 3, 10
pM kwercetyny + 50 pg/ml PM. Wyniki przedstawiono jako §rednie + SD, n = 3.

4.11.2 Przezywalno$¢ mierzona za pomoca pomiaru wycieku LDH
Kolejng metoda pomiaru przezywalno$ci komérek HBE WT oraz HBE AoBK byt
pomiar poziomu LDH zgodnie z procedurg opisang w podrozdziale 3.6.3. Im wyzszy poziom
wycieku LDH z komérki, tym wyzszy poziom uszkodzenia komérek. Sprawdzono ten efekt dla
pylow miejskich, a takze PM wraz z kwercetyng. Okazalo si¢, ze kwercetyna wykazuje
wlasciwosci ochronne przed zwigkszonym uszkodzeniem bton komérkowych po podaniu PM
— 10 pM kwercetyna podana wraz z pylami miejskimi skutkowata zmniejszeniem wycieku

LDH w poréwnaniu do komoérek inkubowanych z pytami miejskimi (o 48,5%) (Rysunek 48)
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w komorkach HBE WT. Efekt ochronny nie zostal wykazany w przypadku komoérek z delecja -
HBE AaBK, zmniejszenie wycieku LDH bylo w tym przypadku nieistotne statystycznie.

B HBE WT
B HBE AaBK
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1M 3 M 10 uyM

Kwercetyna
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Rysunek 48. Ocena wplywu PM i kwercetyny na przezywalno§¢ komérek HBE WT oraz HBE AaBK.
Stupki czame przedstawiajg zmiany aktywnosci LDH w obecnosci 50 pg/ml PM i kwercetyny (1, 3, 10
pM) dla linii HBE WT, shupki fioletowe ciemne odpowiadaja danym otrzymanym dla linii HBE AaBK.
Wiyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n = 3. Istotnos¢ statystyczng okreslono przy p < 0,01 przy
pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.
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Rysunek 49. Poroéwnanie przezywalno$ci komérek HBE WT oraz HBE AoBKc. na podstawie niskiego
wycieku LDH. Stupki czarne przedstawiajg przezywalno$é komoérek mierzong za pomoca pomiaru
poziomu LDH w komérkach HBE WT, a filetowe shupki wskazuja przezywalnosé komorek HBE
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AoBK. Wyniki przedstawiono jako $rednie £ SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng jako nieistotng przy
pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.11.3 Przezywalno$é mierzona za pomocg barwienia Trypan Blue

W celu sprawdzenia przezywalnosci komorek HBE WT po ekspozycji na PM (50
pg/ml), kwercetyng (1, 3, 10, 30 pM) i izoramnetyne (1, 3, 10, 30 pM), przeprowadzono
barwienie biekitem trypanu. Komorki inkubowano z odpowiednimi zwigzkami przez 24
godziny przed barwieniem. Jak pokazano na Rysunku 49, ekspozycja na PM w dawce 50 pg/ml
zmniejszata zywotno$¢ komérek HBE WT o 17%. Kwercetyna czgSciowo zniosla ten efekt,
a przywrocenie zywotnosci komorek bylo najbardziej widoczne po inkubacji z 10 pM
kwercetyny — wzrost przezywalnosci o 11% w poréwnaniu do PM. Analog kwercetyny,

izoramnetyna, nie odwracata uszkodzen spowodowanych przez 50 pg/ml PM.

W celu weryfikacji roli aktywacji kanatu BKca w przezywalnoéci komorek linii HBE
poréwnano przezywalnos$¢ komorek HBE WT i HBE AaBK mierzong za pomoca barwienia
bigkitem trypanu. Jak pokazano na Rysunku 50, komérki linii HBE AeoBK
wykazuja nizsza bazowa przezywalnos$¢ niz komoérki typu dzikiego, jednak zmiana ta nie jest
istotna statystycznie. Z kolei ekspozycja na PM w dawce 50 pg/ml zmniejszata przezywalnos¢
takze komoérek pozbawionych funkcjonalnego kanalu BKc. o 19,6%, jednak co ciekawe
kwercetyna czg¢sciowo zniosta ten efekt (zmiana nie byla istotna statystycznie), ale nie w tak
wysokim stopniu, jak bylo to widoczne w przypadku komérek HBE WT. Moze to wskazywac,
7ze poprawa przezywalnoSci komoérek narazonych na dziatlanie pylow miejskich
z wykorzystaniem kwercetyny jest czeSciowo zalezna od aktywacji kanatu BKcs, a czgéciowo
od innych mechanizméw, przykladowo wlasciwosci antyoksydacyjnych kwercetyny. Analog
kwercetyny, izoramnetyna, nie odwracala uszkodzen spowodowanych przez 50 pg/ml PM

w komorkach HBE AaBK.
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Rysunek 50. Ocena wplywu PM, kwercetyny i izoramnetyny na przezywalnos¢ komorek HBE WT oraz
HBE AaBK. Stupki czarne przedstawiajg wplyw 50 ug/ml PM i kwercetyny (1, 3, 10 pM) w linii HBE
WT, stupki fioletowe (ciemne) w linii HBE AoBK, z kolei shupki szare — izoramnetyny (1, 3, 10 pM) w
komoérkach HBE WT oraz jasne fioletowe stupki w komérkach HBE AaBK na przezywalno§¢ komorek
mierzong za pomoca barwienia bigkitem trypanu. Pomiar wykonany byt po 24 godzinach inkubacji z
badanymi zwigzkami. Efekt pordwnany zostat z przezywalnoscia kontrolng nietraktowanych komorek
HBE oraz AuBK. Dane nie sa normalizowane. Wyniki przedstawiono jako srednie = SD (n = 3).
Istotnos¢ statystyczng okreslono przy p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***) przy pomocy analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.12 Pomiar TEER w komdrkach HBE WT i HBE AaBK

W kolejnej czgéci doktoratu, pomiar elektrycznego oporu przeznablonkowego zostal
wykorzystany w celu sprawdzenia, jak brak funkcjonalnego kanalu BKc. wplynie na
mozliwos¢ tworzenia polaczen miedzy komoérkami monowarstwy nablonka oddechowego.
Zbadano zalezne od czasu zmiany TEER w komoérkach HBE WT i komérkach HBE AocBK
hodowanych na porowatym podlozu. Opis znajduje si¢ w podrozdziale 3.9. Pomiary TEER
prowadzono przez kilka dni, aby oceni¢ rozw6j monowarstw nablonka. Poczatkowo komorki
hodowano w warunkach granicy faz ciecz-ciecz (LLI), az osiagnely stabilny i wysoki poziom
TEER (okoto 9 dni). Nastepnie komorki prowadzono w hodowli na granicy faz powietrze-ciecz
(ALI), aby indukowa¢ polaryzacje monowarstw komérkowych. Jak pokazano na Rysunku 51,
obie linie komérkowe byly zdolne do tworzenia szczelnych monowarstw nablonkowych.
Jednakze komoérki HBE AoBK wykazywaly znacznie nizszy opor elektryczny TEER

w porownaniu z komérkami HBE WT. Warto$ci TEER monowarstwy zlozonej z komoérek
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HBE AoBK byly 1,9 razy nizsze niz monowartw komérek HBE WT po 9 dniach hodowli

komoérkowe;j.
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Rysunek 51. Analiza zmian elektrycznego oporu przeznablonkowego (TEER) w komérkach HBE WT
1 HBE AaBK. Poczatkowo, komérki hodowano na granicy faz ciecz-ciecz (LLI), a nastgpnie na granicy
faz powietrze-ciecz (ALI). Wartoséci oporu TEER monowarstw komoérek mierzono co drugi dzien. Dane
przedstawiono jako warto$¢ Srednig = SD (dla n = 6 w przypadku kazdej linii komoérkowej). Istotnosé
statystyczng okreslono przy p < 0,05 (*) i p < 0,001 (***) z wykorzystaniem analizy jednoczynnikowe;j
wariancji ANOVA.

4.13 Kontrola oddechowa- komérki HBE AaBK

Mimo, ze aktywacja kanaln przez kwercetyne nie przywrocita prawidlowego
funkcjonowania mitochondriéow po inkubacji 24-godzinnej z pytami miejskimi, zdecydowano
si¢ podja¢ probe sprawdzenia obecnosci kanatu BKc. na funkcje mitochondriéw w komorkach
HBE WT. Z tego wzgledu wykonano pomiary z wykorzystaniem metody respirometrii
wysokiej rozdzielczosci. Opis metody znajduje si¢ w podrozdziale 3.4.2. W badaniu
zastosowano oligomycyne (4 pg/ml) jako inhibitor syntazy ATP, aby okresli¢ wyciek
niefosforylujagcy. Aby zmierzy¢é maksymalng aktywno$¢ lancucha transportu elektronow
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(ETS), uzyto 1 pM cyjanku karbonylowego-p-trifluorometoksyfenylohydrazonu (FCCP).
Pomiar zuzycia tlenu resztkowego (ROX) przeprowadzono na koncu eksperymentu,
wykorzystujac rotenon (2,5 pM) i antymycyne A (0,5 pM).

Wyniki tego dos§wiadczenia przedstawiono na Rysunku 52 w zestawieniu z wynikami
otrzymanymi w przypadku linii typu dzikiego. Oddychanie podstawowe zmniejszylo si¢ z 40,6
+ 3,8 do 13,9 = 2 [pmol/s*ml] w komoérkach HBE AaBK w poréwnaniu z komoérkami HBE
WT. Ponadto oddychanie stymulowane rozprzg¢gaczem FCCP w komoérkach HBE WT
wynosito od 53,5 + 12 do 19,7 + 1,6 [pmol/s*ml], a w komérkach HBE AaBK byto nizsze.
Odkrycia te wskazujg na uposledzong funkcje mitochondriow w komoérkach pozbawionych
funkcjonalnego kanatu mitoBK co/BK .. Warto zauwazy¢, ze zmiany w komérkach HBE AaBK
sg bardzo podobne, do tych obserwowanych w uszkodzeniach wywotanych przez inkubacj¢

z pylami miejskimi.
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Rysunek 52. Analiza funkcji mitochondriow w komérkach HBE WT i HBE AoBK. Komadrki HBE WT
(czame stupki) i komérki HBE AaBK (fioletowe stupki) poddano dziataniu 4 pg/ml oligomycyny, 1 pM
FCCP, 1 pM rotenonu z 5 uM antymycyny A w celu pomiaru oddychania komorkowego. Wyniki
przedstawiono jako $rednie + SEM, n = 6. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p < 0,05 (*)ip < 0,001
(***) przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA,

4.14 Okreslenie potencjatu wewnetrznej btony mitochondrialnej z
wykorzystaniem JC-1

Ze wzgledu na bardzo niski poziom podstawowego oddychania w komorkach HBE
AaBK po podaniu digitoniny, nie udalo si¢ uzyska¢ wynikéw pomiaru potencjatu wewnetrznej
btony mitochondrialnej w linii z delecja z wykorzystaniem pomiaru sonda rodamina 123. Z

tego wzgledu postanowiono wykonaé pomiar z wykorzystaniem sondy JC-1 jak opisano
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w podrozdziale 3.5.2. Wyniki zobrazowano na wykresie w Rysunku 53. W poréwnaniu
z komorkami HBE WT, linia HBE AeBK wykazuje wyzszy potencjal wewnetrznej blony
mitochondrialnej, zar6wno w przypadku poziomu bazowego, jak i przy podaniu rozprzegacza
— FCCP oraz inhibitora pompy protonowej — oligomycyny. Obserwowane zmiany s3 jednak
niewielkie i w analizie statystycznej nie wykazano ich istotnosci. (zarbwno w kontroli jak i w

przypadku FCCP i oligomycyny).
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Rysunek 53. Ocena potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej w komérkach HBE WT i HBE
AoBK. Na wykresie czarne stupki przedstawiajg potencjat blony mitochondrialnej w komorkach HBE
WT, a stupki fioletowe w komérkach HBE AoBK. Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n = 3.
Istotno$¢ statystyczng okreslono przy pomocy analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.15 Aktywnos¢ kompleksu IV taricucha oddechowego

Z uwagi na réznice w poziomie oddychania komdérkowego oraz kontroli oddechowej,
ktére nie korespondowaly ze zmianami potencjalu wewnetrznej blony mitochondrialnej
postanowiono sprawdzi¢, czy zmiany w funkcjonowaniu mitochondri6w w komoérkach HBE
WT i linii z delecjg kanatu BK - HBE AaBK wynikajg ze zmian w aktywno$ci kompleksu IV
ancucha oddechowego. W tym celu wykonano pomiary z wykorzystaniem systemu Oxygraph-
2k. W eksperymencie do komory reakcyjnej wprowadzono 2 mM askorbinianu w polgczeniu
z 0,5 mM TMPD (N,N,N'N'-Tetrametyloparafenylodiamina dichlorowodorek). Celem tego
dzialania bylo bezposrednie dostarczenie elektronéw do czwartego kompleksu lancucha
oddechowego. Proces autooksydacji askorbinianu prowadzi do zuzycia tlenu, ktore jest
bezposrednio zwigzane ze st¢zeniem tlenu obecnym w komorze. Aby mé6c rozr6znié procesy

autooksydacji od procesow oddychania zaleznych od aktywno$ci czwartego kompleksu,
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zastosowano 50 mM azydku sodu, ktéry blokuje dziatanie tego kompleksu. Schemat podawania
zwigzkow zostal opisany w podrozdziale 3.4.4 oraz przedstawiony schematycznie na Rysunku
54a.

W wyniku przeprowadzonych pomiaréw okazalo si¢, ze aktywno$¢ kompleksu IV
tancucha oddechowego w komérkach linii HBE AaBK jest znaczaco nizsza, niz w komorkach
HBE WT, co moze wskazywaé na interakcje miedzy funkcjonowaniem tego kompleksu, a
mitochondrialnym kanatem mitoBKca (Rysunek 54b i c, 55).
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Rysunek 54. Aktywnos¢ kompleksu IV w komérkach HBE WT i HBE AaBK. Schemat do§wiadczenia
przedstawiony jest w panelu (a). Wykresy pokazuja reprezentatywne wyniki aktywnosci kompleksu IV
w komérkach HBE WT (b) oraz HBE AoBK (c). Dodanie 2 mM askorbinianu i 0,5 mM TMPD skutkuje
osiggnigciem poziomu maksymalnego szybkosci oddychania wraz z autooksydacjg (niebieskie linie).
Dodatek 50 mM azydku sodu powoduje zuzycie tlenu jedynie w procesie autooksydacji (linie
pomaraficzowe). Odleglo$¢ migdzy pomaranczowymi liniami a niebieskimi liniami reprezentuje

aktywno$¢ kompleksu IV.
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Rysunek 55. Ocena aktywnosci kompleksu IV w komérkach HBE WT i HBE AoBK mierzona metoda
respirometrii. Stupki przedstawiajg §rednia aktywnosé kompleksu IV komérek HBE WT i HBE AaBK
okreslong na podstawi¢ obliczenia roznicy migdzy poziomem maksymalnej szybkosci oddychania wraz
z autooksydacjg a poziomem zuzycia tlenu jedynie w procesie autooksydacji. Wyniki przedstawiono
jako érednie & SD, n = 3-5. Istotno$¢ statystyczna okreslono przy p < 0,01 (**) przy pomocy analizy
jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

4.16 Ocena liczby mitochondriéw

Roéznice w poziomie oddychania komorkowego, kontroli oddechowej, a takze efekt
aktywatora kanalu BKc, — kwercetyny na potencjal wewngtrznej blony mitochondrialne;j
mierzonym z pomocg rodaminy 123 sklonily do poszukiwania powodu tych réznic, w
szczegOlnosci widocznych w poréwnaniu komérek HBE WT oraz HBE AoBK. Pierwsza
postawiong hipoteza byto to, ze réznice migdzy dwoma liniami dotyczace poziomu oddychania
komoérkowego oraz kontroli oddechowej sag spowodowane r6zng liczba mitochondriow. W celu
weryfikacji, wykonano pomiary z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej BioTracker™ 488
Green Mitochondria Dye jak opisano w podrozdziale 3.8. Wyniki przeprowadzonych
pomiaréw wskazuja jednak, ze ilo§¢ mitochondriéw w komoérkach HBE WT i HBE AaBK nie
réznig si¢ jak wskazuja dane na wykresie (Rysunek 56). Zostalo to rowniez dodatkowo
potwierdzone z wykorzystaniem obrazowania mikroskopowego przy uzyciu mikroskopu

konfokalnego Leica SP5.
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Rysunek 56. Analiza liczby mitochondriow w komérkach HBE WT i HBE AaBK. Liczba
mitochondriéw w komérkach HBE WT jest zobrazowana na wykresie w postaci czarnych stupkéw, a w
HBE AoBK w postaci stupkow fioletowych (a). Dane zostaly wyrazane jako $rednie + SD, n = 3.
Istotnos¢ statystyczna okreslono jako nieistotny statystycznie przy pomocy analizy jednoczynnikowe;j
wariancji ANOVA. Zdjecia zostaly przygotowane z wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego (Leica
SP5). Po lewej stronie przedstawiono barwienie z wykorzystaniem sondy fluorescencyjnej
BioTracker™ 488 Green Mitochondria Dye dla komoérek HBE WT (b), po prawej HBE AoBK (c).

417 Analiza poziomu biatek komplekséw taricucha oddechowego
Ze wzgledu na brak obserwowanych rdéznic w pomiarze liczby mitochondriow
pomigdzy HBE WT i HBE AaBK postawiono hipoteze, ze to nie liczba mitochondriow,
a poziom bialek odpowiedzialnych za tworzenie komplekséw tancucha oddechowego moze
r6zni¢ si¢ migdzy poszczegdlnymi badanymi liniami i potencjalnie by¢ odpowiedzialny za
réznice w poziomie oddychania tlenowego oraz w potencjale wewnetrznej blony

mitochondrialnej. W celu weryfikacji tej hipotezy wykonano identyfikacje bialek tworzacych
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kompleksy tancucha oddechowego w komérkach HBE WT i HBE AoBK a takze poréwnano
poziom reprezentacyjnych bialek taficucha oddechowego na podstawie otrzymanych wynik6w
za pomocg analizy densytometryczne;.

W  doswiadczeniach wykorzystano do identyfikacji kompleksow laficucha
oddechowego przeciwciala takie jak|: CI-NDFB8 - NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta
subcomplex subunit 8, mitochondrial - biatko kodowane przez gen NDFBS8 tworzace kompleks
I taficucha oddechowego, CII-SDHB - succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur
subunit, mitochondrial - biatko kodowane przez gen SDHB tworzace kompleks II tancucha
oddechowego, CIII-UQCRC2 - cytochrome b-cl complex subunit 2, mitochondrial - biatko
kodowane przez gen UQCRC2 tworzace kompleks III tancucha oddechowego, CIV-MTCO1 -
Cytochrome ¢ oxidase subunit 1 - biatko kodowane przez gen ATP54 tworzace kompleks IV
laficucha oddechowego, CV-ATP5A - ATP synthase lipid-binding protein — bialko kodowane
przez gen ATP5A tworzace kompleks V tancucha oddechowego.

Wykorzystujac metode Western blot wykonano do$wiadczenia na podstawie ktorych
oceniono poziom biatek tanicucha oddechowego. Do$wiadczenia przeprowadzono zgodnie
z procedurg opisang w podrozdziale 3.10. Przygotowano frakcje biatkowe komoérek HBE WT
i HBE AoBK, rozdzielono je na zelu poliakrylamidowym. Nast¢pnie znakowano za
pomocg przeciwcial reprezentatywne bialka umozliwiajagce identyfikacj¢ i ocen¢ poziomu
wszystkich pieciu komplekséw faficucha oddechowego. Jak wida¢ na przyktadowych
zdjeciach, przy czasie ekspozycji 15 sekund udato si¢ wyeksponowa¢ biatka kompleksow III,
IV, V (Rysunek 57a), a przy dluzszych czasach ekspozycji (30 minut) wyeksponowane zostaty
wszystkie kompleksy tancucha oddechowego (Rysunek 57b).
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Rysunek 57. Analiza poziomu biatek tworzacych kompleksy tancucha oddechowego: CI-NDFBS -
NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8, mitochondrial - biatko kodowane
przez gen NDFBS tworzace kompleks I faficucha oddechowego, CII-SDHB - Succinate dehydrogenase
[ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial - biatko kodowane przez gen SDHB tworzace kompleks
II tanicucha oddechowego, CIII-UQCRC2 - Cytochrome b-c1 complex subunit 2, mitochondrial - biatko
kodowane przez gen UQCRC2 tworzace kompleks III lancucha oddechowego, CIV-MTCO1 -
Cytochrome c oxidase subunit 1 - biatko kodowane przez gen ATP54 tworzace kompleks IV tancucha
oddechowego, CV-ATP5A - ATP synthase lipid-binding protein — biatko kodowane przez gen ATP5A4
tworzace kompleks V tancucha oddechowego. Przykladowe zdjecia klisz z wyznakowanymi biatkami
tworzacymi kompleksy ancucha oddechowego przy czasie ekspozycji 30 sekund (a) oraz 15 minut (b).
Do oceny poziomu biatek tworzacych kompleksy tancucha oddechowego wykorzystano metode
Western blot.

Wyniki analizy densytometrycznej — relatywnej optycznej gestosci wykazaly, ze
komérki typu dzikiego — HBE WT zawierajg wigcej bialek kompleksow III oraz IV niz komorki
linii HBE AoBK, co mogloby wyjasnia¢ réznice miedzy aktywnos$cig kompleksu IV migdzy
tymi liniami. Ilo$¢ biatek innych komplekséw (I, II, V) nie r6znita si¢ (Rysunek 58).
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Rysunek 58. Relatywna gestosé optyczna z analizy poziomu bialek tworzacych kompleksy taficucha
oddechowego. Wyniki zostaly uzyskane dla frakcji homogenatu komérkowego (H: 20 pg i 40 pg), (a-
e) Pomiary densytometryczne poziomdéw bialek tworzacych kompleksy tancucha oddechowego
odpowiednio dla CI-NDFB8 - NADH dehydrogenase [ubiquinone] 1 beta subcomplex subunit 8,
mitochondrial - bialko kodowane przez gen NDFB8 tworzace kompleks I tanicucha oddechowego, CII-
SDHB - Succinate dehydrogenase [ubiquinone] iron-sulfur subunit, mitochondrial - biatko kodowane
przez gen SDHB tworzace kompleks II tancucha oddechowego, CIII-UQCRC2 - Cytochrome b-cl
complex subunit 2, mitochondrial - biatko kodowane przez gen UQCRC2 tworzace kompleks III
taficucha oddechowego, CIV-MTCOL1 - Cytochrome c oxidase subunit 1 - biatko kodowane przez gen
ATP5A tworzace kompleks IV laficucha oddechowego, CV-ATP5A - ATP synthase lipid-binding
protein — biatko kodowane przez gen ATP54 tworzace kompleks V fancucha oddechowego. Wyniki
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przedstawiono jako Srednie + SD, n = 3. Istotno$¢ statystyczng okreslono przy p < 0,05 (*) przy pomocy
analizy jednoczynnikowej wariancji ANOVA.

Uzyskane wyniki w ramach rozprawy doktorskiej sa inspiracja do kolejnych badan.
Z uwagi na to, ze praca jest czgscig realizowanego projektu OPUS 18 w konsorcjum
z Instytutem Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego, to wcigz trwaja prace nad
wyjasnieniem pojawiajgcych si¢ pytan, na ktére odpowiedzi beda zawarte w kolejnej rozprawie

doktorskie;j.
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5. Dyskusja

Skutki zdrowotne zanieczyszczenia powietrza stanowia kluczowy problem na catym
$wiecie, szczegblnie w krajach szybko rozwijajacych si¢ (Goobie et al. 2022). Pyly miejskie
(PM), bedace glownym skladnikiem zanieczyszczen powietrza, sa istotnym czynnikiem
powodujacym przedwczesna $miertelnosé czy choroby sercowo-plucne (Thangavel et al. 2022;
K. Liu et al. 2022; Quezada-Maldonado et al. 2021). Nabtonek drég oddechowych jako glowne
miejsce osadzania si¢ pytow zawieszonych, odgrywa kluczowa rolg w efektach wywotywanych
przez PM. Gléwnym mechanizmem, za pomocg ktérego PM wywiera swoje dzialanie, jest
generowanie reaktywnych form tlenu (RTF), ktére indukuja odpowiedzi antyoksydacyjne
i zapalne w narazonych komorkach nablonka. Badano rowniez udziat kanatéw jonowych blony
komoérkowej na uszkodzenia wywolane przez PM. Na przyklad wykazano, ze kanaly jonowe
TRPV1 odgrywaja istotng role w przypadku ekspozycji na PM w modelu astmy u myszy (Song
et al. 2017). Ostatnie badania sugeruja, ze dysfunkcja mitochondriéw moze by¢ zaangazowana
w cytotoksyczno§¢ wywotang przez PM. W zwigzku z tym indukcja mechanizmow
prowadzacych do zachowania funkcji mitochondriow moze by¢ obiecujacy strategia
cytoprotekcyjna przeciwko uszkodzeniom komorek i tkanek wywotanym przez rézne czynniki
szkodliwe, w tym pyly miejskie.

Potas jest bardzo waznym jonem w organizmie, kluczowym zaréwno dla utrzymania
prawidtowych funkcji komoérek czy utrzymania homeostazy jonowej (Palmer 2015). Przeplyw
jonéw potasu ma ogromne znaczenie dla prawidlowego funkcjonowania serca oraz odgrywa
kluczowa role w skurczu migéni szkieletowych i gladkich (Jinarat et al. 2025). Co ciekawe,
coraz wigcej dowodoéw wskazuje na to, Ze kanaly potasowe biora udziat w regulacji migracji
i proliferacji komérek, ktore sg kluczowymi procesami np. w przypadku naprawy nablonka
(Girault i Brochiero 2014). W ostatnim czasie liczne badania skupiaja si¢ na
wewngtrzkomorkowym transporcie jonéw potasu, ze szczegélnym uwzglednieniem
mitochondrialnych szlakow transportu K* (Szabo i Zoratti 2014). Zaobserwowano, Ze zmiany
w przepuszczalnoSci K w wewnetrznej blonie mitochondrialnej sg istotne dla indukcji
mechanizméw  ochronnych  zmniejszajacych  uszkodzenia tkanek  spowodowane
niedokrwieniem/reperfuzja lub stresem oksydacyjnym (Facundo et al. 2006; Perrelli et al. 2013;
Kampa et al. 2021). Liczne obserwacje sugeruja, ze kluczowa role w tych zjawiskach
cytoprotekcji odgrywaja mitochondrialne kanaly potasowe (mitoK) (Facundo et al. 2006;
Goswami et al. 2018). Aktywacja mitochondrialnego kanali potasowego wrazliwego na ATP
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(mitoK aTp) oraz mitochondrialnego kanalu potasowego o duzej przewodnosci regulowanego
przez Ca** (mitoBKc,) jest kluczowym krokiem w indukcji mechanizméw kardioprotekc;ji
(Hao et al. 2016; Laskowski et al. 2016; Xu et al. 2002). Oba te kanaly uczestnicza réwniez
w cytoprotekcji tkanki mézgowej przed uszkodzeniami wywotanymi udarem (Douglas et al.
2006; Laskowski et al. 2016). Wykazano, ze kanaly mitoK wplywaja na zmiany objetosci
macierzy mitochondrialnej, oddychanie mitochondrialne i potencjat blonowy (A¥). Wszystkie
te zdarzenia prowadza do udzialu kanaléw mitoK w modulacji syntezy mitochondrialnych
reaktywnych form tlenu (RFT) (Kulawiak et al. 2008; Laskowski et al. 2016). Udowodniono,
ze aktywacja obu kanaléw zachowuje funkcje mitochondriow, co prowadzi do zwigkszonego
przezycia komoérek. W zwiazku z tym farmakologiczna modulacja mitochondrialnych kanatéw
potasowych stala si¢ obiecujacym nowym podejéciem do leczenia choréb sercowo-
naczyniowych, neurodegeneracyjnych lub phlicnych. Niemniej jednak charakterystyka
biofizyczna i farmakologiczna mitochondrialnych kanatéw potasowych w wielu tkankach jest
nadal niekompletna. Poniewaz tkanka nablonkowa jest gléwnym miejscem osadzania si¢
czastek statych (np. pytéw miejskich), kanaty mitoK w komorkach nablonkowych moga by¢
potencjalnymi kandydatami pelnigcymi wazne funkcje w inicjacji mechanizmu cytoprotekcji
przed uszkodzeniami wywolanymi przez pyly zawieszone. Niestety, jak dotad, nasza wiedza
na temat kanatléw mitoK w tej tkance jest bardzo ograniczona, poniewaz ten temat nie byl
szczegblowo badany. Otrzymane dane sugeruja, ze komoérki nablonkowe zawieraja
funkcjonalne kanaty mitoK (Sek et al. 2021). Jednak rola kanaléw mitochondrialnych
w cytoprotekcji nablonka nie jest znana, szczegdlnie w konteks$cie uszkodzen spowodowanych

przez miejskie pyly miejskie lub stres oksydacyjny.

Aby zweryfikowaé role mitochondrialnych kanalow potasowych w fizjologii oraz
cytoprotekeji komoérek nabtonkowych, zaplanowane zostaty do§wiadczenia z wykorzystaniem
roznych modeli komérkowych. Obejmuja one ludzkie komoérki nablonkowe HBE WT oraz
nowo wygenerowane linie komérkowe, takie jak komoérki HBE AoBK z delecja kanatu

potasowego o duzym przewodnictwie regulowanego wapniem (BKca).

Okazuje sie, ze niektore zwiazki pochodzenia naturalnego moga regulowaé aktywnos¢
mitochondrialnych kanaléw potasowych. Polifenole oraz nalezgce do nich flawanoidy sa
przedmiotem wielu badan, poniewaz wykazuja dzialanie ochronne przed uszkodzeniem
komorek. Jednym z najlepiej zbadanych flawonoidow jest kwercetyna, ktora wykazuje wiele
efektéw ochronnych, np. przed uszkodzeniem niedokrwienno-reperfuzyjnym (Javadinia et al.

2022), chorobami neurogeneracyjnymi (L. G. Costa et al. 2016; Khan et al. 2019) czy
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nowotworami (Tang et al. 2020). Ponadto kwercetyna wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne
wobec komoérek w tkance kostnej (Wong et al. 2020), a takze hepatocytow (Garcia-Mediavilla
et al. 2007).

Ostatnie badania wskazuja, ze kwercetyna moze chroni¢ przed $rodowiskowymi
czynnikami uszkadzajacymi komérki. Ten flawonoid wykazuje dziatanie ochronne wobec bton
biologicznych erytrocytow narazonych na skladniki dymu tytoniowego (Begum i Terao 2002).
Podobnie w modelu wykorzystanym w tej pracy — komoérkach nablonka oskrzelowego HBE
WT — narazenie na PM zaburzylo integralno$é nabtonka, a obecno$¢ kwercetyny wspomagata
odbudowe przeznabtonkowego oporu elektrycznego. Podobne efekty zaobserwowano
w dos$wiadczeniach przeprowadzonych na komorkach $rédblonka (Wang et al. 2017). Dalej,
badania prowadzone w trakcie mojej pracy doktorskiej wykazaty, ze efekt ten moze by¢
zwigzany z aktywacja mitochondrialnego kanatu potasowego mitoBKca.. W przeprowadzonych
badaniach wykazalam, ze kanat ten moze by¢ aktywowany przez kwercetyng, ale nie przez jej
analog izoramnetyng. Dlatego, izoramnetyna wykorzystywana byta jako analog kwercetyny
w dalszych etapach doswiadczen ale jako ten zwigzek, ktéry nie zmienia aktywnosci kanatu
mitoBKc.. Mozliwy zwiazek migdzy kwercetyna, PM i mitoBKc. zostat dalej zbadany. Aby
potwierdzi¢ otrzymane wyniki, uzyto roéwniez klasycznie stosowanego, syntetycznego

aktywatora kanatu BKc, - NS11021.

Aktywacja kanalu mitoBKc, wykazuje dziatanie cytoprotekcyjne, na przykiad jest
zaangazowana w ochron¢ przed uszkodzeniem serca (Xu et al. 2002). W trakcie badan
przedstawionych w pracy po raz pierwszy wykazano, ze kanal mitoBKc. jest obecny
w wewnetrzne]j blonie mitochondrialnej linii komérek nabtonka oskrzeli ludzkich (HBE WT)
(Sek et al. 2021). W moich badaniach, wykazatam réwniez, ze aktywno$¢ kanalu jest
modulowana przez kwercetyne (Dabrowska et al. 2023), co jest to w linii z innymi wynikami
badan, wedlug ktorych aktywacja kanalu mitoBKc. przez flawonoidy zostala opisana na
przyklad w mitochondriach komérek $rodbtonka (Kampa et al. 2021). W wynikach
otrzymanych w trakcie pracy zaobserwowano rowniez, Ze izoramnetyna nie aktywowala
mitochondrialnego kanatu mitoBKca (Dabrowska et al. 2023). Wskazana zdolno$¢ kwercetyny
do zwigkszania prawdopodobienstwa otwarcia kanatu skfonita do zbadania funkcji

mitochondriéw w innych do§wiadczeniach z wykorzystaniem modelu komoérek HBE WT.

Podstawowg funkcja mitochondriéw jest synteza ATP przy jednoczesnym zuzyciu
tlenu. W zwigzku z tym zbadano wptyw kwercetyny na zuzycie tlenu przez komérki HBE WT.

Jak dotad wyniki uzyskane z innych laboratoriéw sa niejednoznaczne. Opisano, ze kwercetyna
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zwigksza oddychanie w stanie 3, ale nie ma wplywu na oddychanie w stanie 4 izolowanych
mitochondriéw z watroby szczura (Dorta et al. 2005). W tej pracy wykorzystano model catych
komérek i zaobserwowano wzrost zuzycia tlenu przez komoérki HBE WT po podaniu
kwercetyny, jak réwniez syntetycznego aktywatora kanalu BKc, — NS11021. Zakladamy, Ze
wzrost szybko$ci zuzycia tlenu jest zwigzany z aktywacja kanalu mitoBKc., poniewaz w
obecnosci penitremu A (inhibitora kanatu) podawanie kwercentyny nie zmienialo poziomu
tlenu. Mechanizm lezacy u podstaw tego zjawiska mozna wyjasni¢ w ten sposob: zwigkszony
naplyw potasu do macierzy mitochondrialnej po aktywacji kanatu, skutkuje czgsciowym
rozproszeniem potencjalu mitochondrialnego i zwigkszong aktywnoscia tancucha transportu
elektronéw. Dodatkowo, potwierdzono efekt kwercetyny, mierzac potencjat wewngtrznej blony
mitochondrialnej za pomocg sondy fluorescencyjnej rodaminy 123 (ktéra nie wchodzila w
interakcje ze zwigzkami stosowanymi w eksperymentach) i wykazujgc, Zze kwercetyna
zmniejszata potencjal blony mitochondrialnej w sposéb zalezny od dawki. Poprzednie badania
z uzyciem sondy fluorescencyjnej (JC-1) wskazaly na niewielki spadek potencjalu blony
mitochondrialnej po podaniu 8 pM kwercetyny (Jin et al. 2016). Z kolei analog kwercetyny,
izoramnetyna, ktéra byta wykorzystana jako proba kontrolna w do§wiadczeniach, nie zmienita
szybkosci zuzycia tlenu ani potencjatu blony mitochondrialnej. Jednak inne wyniki otrzymano
w doswiadczeniach prowadzonych na ptytkach krwi, ktore wskazuja, ze izorammetyna
zmniejsza potencjal blony mitochondrialnej (Rodriguez et al. 2021). Te rozbieznosci moga
wynikaé z réznych metod i modeli komérkowych zastosowanych w badaniach. Badanie plytek
krwi obejmowato metod¢ z wykorzystaniem sondy TMRE i mierzonej fluorescencji w
zawiesinie catych komorek. Natomiast w ramach tej pracy §rodowisko eksperymentu bylo
$cisle kontrolowane (stosujgc inhibitory kompleksu I i syntazy ATP oraz bursztynian jako
substratu), eliminujgc w ten sposob aktywnos¢ biatek, ktore moglyby wplyna¢ na wyniki. Inne
dane wskazywaty na mozliwg rol¢ kwercetyny w odwrdceniu wywolanego przez PM spadku
potencjatu blony mitochondrialnej (Jin et al. 2016), co sktonito do zbadania mechanizmow,
ktére mogg by¢ zaangazowane w efekt ochronny i skorelowane z aktywnoscig mitochondriow.
W tym celu zbadano poziom reaktywnych form tlenu pochodzenia komoérkowego

1 mitochondrialnego.

Uszkodzenia komoérek wywotane przez PM sa silnie zwigzane ze zmiang poziomu
reaktywnych form tlenu, ktéra prowadzi do odpowiedzi zapalnej i rozwoju i/lub zaostrzenia
choréb takich jak astma, nowotwory, infekcje ptuc i choroby sercowo-naczyniowe (Thangavel

etal. 2022; K. Liu et al. 2022; Quezada-Maldonado et al. 2021). Ostatnie badania wykazaly, ze
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kwercetyna zmniejsza indukowang przez PM syntez¢ RFT, kt6ra byta mierzona jako catkowity
poziom reaktywnych form tlenu wytwarzany w komérce (Jin et al. 2016). Ponadto w trakcie
pracy wykazano, Ze zardwno kwercetyna, jak i izoramnetyna powodowaly spadek poziomoéw
RFT, zardwno na poziomie podstawowym, jak i wywolanym przez PM na poziomie
komoérkowym. Biorgc pod uwage fakt, ze kwercetyna aktywowata mitochondrialny kanat
mitoBKc., kluczowe jest zbadanie wptywu kwercetyny na RFT pochodzgce z mitochondriow.
Weczesniej donoszono, ze kwercetyna ma dziatanie antyoksydacyjne na lipidy blonowe, ktore
ulegly peroksydacji w izolowanych mitochondriach (Dorta et al. 2008). Wyniki otrzymane w
trakcie tej pracy pokazuja, ze kwercetyna w wyzszych stezeniach moze zwigkszy¢ podstawowy
poziom RFT w mitochondriach w komérkach HBE WT. Obserwowany efekt moze byc¢
zwigzany ze szkodliwymi dziataniami kwercetyny i jej metabolitbw w wysokich stg¢zeniach
(Metodiewa et al. 1999). Niektére badania wskazuja, ze kwercetyna moze wchodzi¢ w
interakcje z mPTP (ang. mitochondrial permeability transition pore) i dziala¢ zaré6wno jako
inhibitor mPTP (przy niskich st¢zeniach, ~5 pM) oraz jak aktywator mPTP (przy wysokich
stezeniach > 40 pM) (De Marchi et al. 2009). Obserwowane zjawisko moze wyjasnia¢ wzrost
poziomu RFT w mitochondriach po podaniu wysokich stezen kwercetyny do komorek
kontrolnych nietraktowanych PM. Z kolei w komorkach poddanych inkubacji z PM kwercetyna
miala wigkszy udziat w zmniejszaniu RFT niz izoramnetyna. Jednakze efekt ten nie zostat
odwrdcony przez penitrem A, co sugeruje inne mechanizmy dziatania izoramnetyny w zakresie

antyoksydacji, ktore nie s3 zwigzane z aktywacjg kanalu mitoBKca.

Obserwowana aktywno$¢ antyoksydacyjna kwercetyny w komérkach traktowanych
pytami miejskimi i jej zdolno$é do aktywowania mitoBKc. moga wyjasniaé obserwacje, ze
kwercetyna przywraca zywotno$¢ komoérek HBE inkubowanych z PM. Co ciekawe, PM silnie
zmniejszyto kontrole oddechows mitochondridw mierzong przez szybkos$cig zuzycia tlenu.
Zgodnie z badaniami innych grup, kwercetyna, zwigksza oddychanie mitochondrialne (Fukaya
et al. 2021), a efekt ten nie byl widoczny w przypadku izoramnetyny. W badaniach
prowadzonych w ramach tej pracy ani kwercetyna, ani izoramnetyna nie przywrocily funkcji

mitochondriéw po podaniu PM.

Musimy rowniez spojrze¢ na pewne ograniczenia przeprowadzonych badan. Na
przyklad, nablonek oskrzeli sktada si¢ z r6znych typéw komorek, z ktérych kazda pelni inne
funkcje. W doktoracie, do do§wiadczen wybrano powszechnie stosowany w badaniach réznych
procesow fizjologicznych i chorobowych nabtonka model komorek 16HBE140 (HBE WT),

poniewaz zachowuje on wiele funkcji i morfologi¢ zréznicowanego prawidtowego nablonka
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oskrzeli. Nalezy jednak zauwazyé, ze unieSmiertelnione linie komérkowe moga mie¢ inne
cechy niz komorki pierwotne, a efekty kwercetyny na rozne typy komoérek obecnych
w nabtonku drég oddechowych, w tym komoérki macierzyste/progenitorowe (Zhao et al. 2022)
pozostaja przedmiotem cigglych badan.

W dalszych etapach prowadzonych badan, sprawdzono jaka rol¢ kanal potasowy BKca
pelni w fizjologii komodrek nablonka oskrzelowego. W tym celu wykorzystano lini¢
komoérkows z uszkodzonym genem KCNMAI, w ktorej biatko kanatu BKca byto nieobecne
zardwno w blonie plazmatyczne, jak i wewnetrznej blonie mitochondrialnej (Maliszewska-
Olejniczak et al. 2024). Potwierdzeniem tego faktu byty przeprowadzone do§wiadczenia patch-
clamp na blonie plazmatycznej jak i wewngtrzne] blonie mitochondrialnej nowo

wygenerowanego modelu komérek nablonka HBE AoBK.

Nieobecno$¢ kanatu BKc, w komorkach linii HBE AoBK spowodowata zmiane funkcji
mitochondriow widoczne w zaburzonej kontroli oddechowej. Nastgpito zmniejszenie
maksymalnego tempa zuzycia tlenu, co sugeruje zaburzenia metabolizmu mitochondriow. Z
opublikowanych danych wiemy, ze mitochondrialne kanaty potasowe biorg udzial w regulacji
mitochondrialnego poziomu potasu, ktory jest zaangazowany w regulacje funkcji
mitochondriow (A. D. T. Costa i Garlid 2009; Kulawiak et al. 2021; Szabo i Szewczyk 2023).
Dlatego, wyniki otrzymane w pracy wskazuja na relacje mi¢dzy obecno$cia kanatu a
aktywnoscig tancucha oddechowego w komorkach nabtonka. Czyli, nieobecno$¢ kanatu
prowadzi do dysfunkcji tancucha oddechowego a aktywacja kanatu powoduje depolaryzacje
wewnetrznej blony mitochondrialnej, wywotujac reakeje tancucha oddechowego do odbudowy
potencjalu blonowego. To bezposrednio skutkuje zwigkszonym zuzyciem tlenu. W
mitochondriach, w przypadku braku kanalu, czyli bialka wykazujacego aktywnos¢
rozprzegajacg, koniecznos¢ odbudowy potencjalu wewnetrznej btony moze by¢ zmniejszona.
Moze to wskazywaé na nizszy poziom biatek lancucha oddechowego i/lub zmniejszong
aktywnos¢ enzymoéw cyklu Krebsa lub innych czynnikéw zaangazowanych w metabolizm
mitochondriéw. Podobng dysfunkcje¢ mitochondriéw zaobserwowano w komoérkach migénia
sercowego we wioknach z nizszym poziomem biatka mitoBKc. i w komérkach miegsni
szkieletowych pozbawionych mitoKartp (Soltysinska et al. 2014; Di Marco et al. 2024).
Funkcjonalne polgczenie mi¢dzy kanalem mitoBKc. a tancuchem oddechowym wykazano
w mitochondriach glejaka wielopostaciowego (Bednarczyk, Wieckowski, et al. 2013; H. Singh
et al. 2016; Kulawiak et al. 2023). W tkance mézgowej z kolei aktywacja mitoBKca reguluje
syntez¢ mitochondrialnych reaktywnych form tlenu przez tancuch oddechowy (Kulawiak et al.
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2023; Brand 2016), a utrata kanalu zmienia stan redoks mitochondriow w komorkach glejaka
(Kulawiak et al. 2023). Obecno$¢ mitoBKca wigze si¢ rOwniez ze zmianami metabolizmu
mitochondrialnego w komoérkach raka piersi (Bischof et al. 2024). Z uwagi na bardzo ciekawy
i wcigz nie jednoznaczny sposob interakcji biatka kanatlu z biatkami tancucha oddechowego

potrzebne s3 dalsze badania, aby w petni zrozumieé to powigzanie.

Uszkodzenie genu KCNMAI, kanalu BKc. przetozyla si¢ réwniez na dysfunkcje
monowarstwy komodrek nablonka oskrzeli. Zaobserwowano spadek zdolno$ci komoérek HBE
AaBK do tworzenia {cistej warstwy komorek mierzonej na podstawie pomiaru
przeznablonkowego oporu elektrycznego. Pomiar TEER, opierajacy si¢ na oporze
transkomorkowym (blona wierzchotkowa i boczno-podstawna) i parakomoérkowym (komoérka-
podloze i kontakt komoérka-komorka), pozwala na oszacowanie jakosci i kondycji nabtonka
(Zajac i Dolowy 2017; Chen et al. 2015). Zaréwno linia komorkowa HBET WT, jak i HBE
AoBK wykazywaly zdolno§¢ do tworzenia szczelnych monowarstw nablonka. Jednakze
istniata znaczaca réznica w wartoéciach TEER miedzy tymi dwiema liniami komérkowymi.
Komorki AoBK wykazywaly okolo 50% nizszy poziom oporu przeznablonkowego
niz komérki HBE WT. Co ciekawe, tej roznicy w TEER nie mozna przypisa¢ wylacznie
zmianie oporno$ci transkomorkowej, poniewaz badania prowadzone na poczatku pracy z
wykorzystaniem linii komérkowej HBE WT wykazaty, Zze hamowanie kanatu BK ¢, za pomoca
penitremu A nie powodowalo zmiany warto§ci TEER (Dabrowska et al. 2023). Wyniki te
sugeruja, ze nizszy TEER w komoérkach HBE AaBKca, moze wynikaé przede wszystkim ze
zmian opornosci parakomorkowej, a nie opornosci transkomérkowej. Opublikowane badania
wskazuja bezposrednie i posrednie interakcje kanatdéw BKc. z cytoszkieletem aktynowym,
ktory kontroluje integralno$¢ bariery nablonkowej (H. Kim i Oh 2016; Lechuga i Ivanov 2021).
Dlatego usunigcie kanatu BKc, moze wptywaé na samoorganizacje, stabilno$¢ i przebudowe
potaczen nablonkowych i skutkowaé obnizonymi warto$ciami TEER, jak zaobserwowano

w monowarstwach komorek HBE AoBK.

Podsumowujac, wykazali§my, Zze jednym z celéw dzialania kwercetyny jest
mitochondrialny kanat potasowy mitoBKca, a niektore funkcje mitochondrialne sg zwigzane
z tym zjawiskiem. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w komdrce wystepuje wiele celow kwercetyny.
Wykazano, ze kwercetyna moze hamowa¢ lub otwiera¢ mPTP, w zaleznoéci od stezenia (De
Marchi et al. 2009). Moze rowniez bra¢ udzial w hamowaniu ATP-azy, ale nie aktywnosci
syntazy ATP kompleksu V w mitochondriach (Zheng i Ramirez 2000). Ponadto doniesiono, ze

kwercetyna moze hamowac¢ kompleks I w mitochondriach (Lagoa et al. 2011) lub przywracaé
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jego funkcje (Sandoval-Acufia et al. 2012). W dalszych badaniach istotne jest uwzglednienie
wszystkich znanych celow komoérkowych dziatania kwercetyny, biorgc pod uwage mozliwe

efekty zwigzane z aktywacja mitoBKca.

Pomimo Ze potencjat blony mitochondrialnej nie réznit si¢ miedzy badanymi liniami
komorkowymi, w komoérkach HBE AaBK zaobserwowano znaczgco nizszg aktywnos$é
kompleksu IV tancucha oddechowego. Moze to wskazywaé na specyficzng zalezno$¢
pomiedzy funkcjonowaniem kanalu mitoBKc. a aktywnoscig oksydazy cytochromowe;.
Utrzymanie niezmienionego potencjalu blony sugeruje, ze podstawowa integralnos¢ i funkcja
mitochondriéw nie zostalty zaburzone, jednak brak kanatu BKca wptywa na koficowy etap
transportu elektronéw. Obnizenie ilo$ci biatek kompleksow III i IV w komdrkach HBE AaBK
moze dodatkowo thumaczyé zaobserwowany spadek aktywnosci kompleksu IV i obnizong
szybkos¢ oddychania. Wyniki te wskazuja, ze kanal mitoBKc. moze posrednio wplywaé na
ekspresj¢ lub stabilnos¢ sktadnikéw tancucha oddechowego, zwlaszcza komplekséw bioracych
udzial w koncowych etapach fosforylacji oksydacyjnej. Brak réznic w ilo$ci kompleksow I, 11
i V sugeruje, ze wplyw kanalu BKc; jest selektywny i dotyczy tylko wybranych elementow

tanicucha oddechowego.

Z powyzszych rozwazan jednoznacznie wynika, Ze uzyskane dane potwierdzaja istotng
role mitochondrialnego kanalu BKca w utrzymaniu prawidtowej aktywnosci oddechowe;j
komorek nablonka oskrzeli. Kanat ten moze uczestniczy¢ w regulacji pracy kompleksow III i
IV, wplywajac tym samym na wydajno$¢ transportu elektronéw i poziom oddychania
komorkowego. Dalsze badania powinny skupic si¢ na okresleniu molekularnego mechanizmu
tej interakcji oraz ewentualnym znaczeniu sygnaléw wapniowych i potencjalu redoks w

modulacji aktywnosci kanatu mitoBK ca.

Podsumowujac, po raz pierwszy, wykazano rowniez, ze kanal BK ¢, jest wazny z punktu
widzenia fizjologii komoérek nablonka oskrzelowego. Ten kanal jest wazny w fizjologii
mitochondriéw 1 odpowiada za formowanie monowarstwy komoérek HBE WT, a jego

aktywacja inicjuje procesy ochronne w efekcie uszkodzen wywotanych przez pyly miejskie.

Co wigcej, lepsze zrozumienie zaleznosci migdzy metabolizmem mitochondrialnym a
fizjologia komdrki moze pomdéc w poszukiwaniu skutecznych strategii cytoprotekcji. By¢
moze, bedac na tropie jednego z najstarszych ewolucyjnie endogennych mechanizméw
ochrony komoérek, nauczymy si¢ wspiera¢ iindukowaé te mechanizmy przeciwdziatajgcy

konsekwencjom uszkodzen wywotanych przez pyly miejskie.
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6. Whnioski

Wryniki otrzymane w ramach rozprawy doktorskiej wskazuja, ze mitochondrialny kanat
BKc. pelni wazng role w fizjologii komdrek nablonka oddechowego, szczegdlnie w procesach
takich jak oddychanie komoérkowe, potencjal wewngtrznej blony mitochondrialnej, czy
utrzymanie prawidlowej szczelno$ci monowarstwy komorek nabtonka. Dodatkowo, otrzymane
wyniki, w ktorych wykorzystano pyly miejskie PM4,0 wskazuja, ze aktywacja
mitochondrialnego kanatu BKc, jest istotnym elementem ochrony w uszkodzeniach komoérek
nablonka oddechowego wywotanych przez pyly miejskie w zakresie przezywalnosci czy
utrzymania prawidlowej opornosci warstwy nablonka. Wnioski te stanowig potwierdzenie

hipotez postawionych w zrealizowanej pracy doktorskiej.

Whioski szczegolowe:

e Prawdopodobienistwo otwarcia kanatu mitoBKca wzrasta po dodaniu 10 pM
kwercetyny, a po podaniu 300 nM penitremu A obserwowano catkowite zamknigcie
kanalu. Kwercetyna jest aktywatorem, a penitrem A inhibitorem kanalu mitoBK ca.

e Jzoramnetyna nie wplywa na zmiany prawdopodobiefistwa otwarcia kanalu mitoBK c..

e Kwercetyna zwigksza szybko$¢ oddychania komérek HBE WT zaleznie od stgZenia.
Analog kwercetyny — izoramnetyna nie powoduje tego efektu. Z kolei podanie
inhibitora kanalu mitoBKc. — penitremu A przed aplikacja kwercetyny odwraca efekt
kwercetyny co wskazuje, ze wzrost szybko$ci oddychania komorek HBE WT przez
kwercetyne jest zwiazane z aktywacjg kanatu mitoBKca.

e NS11021 (syntetyczny aktywator kanalu mitoBKca) powodowal wzrost szybkosci
oddychania komérek HBE WT zaleznie od stezenia, a ten efekt byl znoszony
w obecnosci inhibitora kanatu (penitremu A).

e Aktywacja kanatu mitoBKca. przez kwercetyng powoduje depolaryzacje wewngtrznej
blony mitochondrialnej w sposob zalezny od st¢zenia. Izoramnetyna nie wywotala tego
efektu.

e PM w stezeniu 50 pg/ml zaburza morfologi¢ oraz struktur¢ monowarstwy komérek
HBE WT, zmniejsza poziom oddychania komérek HBE WT, zaburza kontrole
oddechowa, co wskazuje na negatywne oddzialywanie pytéw miejskich na nablonek

drog oddechowych oraz mozliwe uszkodzenia funkcji mitochondriow.
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Pyty miejskie (50 pg/ml) indukujg stres oksydacyjny w ludzkich komorkach nablonka
oskrzeli. W obecnosci 10 pM kwercetyny i penitremu A obserwowano udziat aktywacji
kanalu mitoBKca w regulacji poziomu RFT. Izoramnetyna wykazuje dziatanie
przeciwutleniajagce w komorkach HBE WT jednak ten efekt nie jest skorelowany
z aktywacjg kanah. '

Na poziomie syntezy mitochondrialnych RFT kwercetyna i izoramnetyna wykazaty
wlasciwo$ci antyoksydacyjne w przypadku uszkodzen oksydacyjnych wywolanych PM
w stgzeniu 50 pg/ml. Whasciwosci przeciwutleniajace kwercetyny byly silniejsze niz
izoramnetyny. 300 nM penitrem A nie odwracatl efektu kwercetyny, zatem aktywacja
kanatu mitoBKc. nie jest wprost powigzana z whasciwos§ciami przeciwutleniajacymi
kwercetyny w mitochondriach.

50 ng/ml PM spowodowat spadek przeznabtonkowego oporu elektrycznego (TEER)
w komorkach HBE WT. 50 pM kwercetyna odwrécita spadek TEER wywolany PM,
a penitrem A (300 nM) czesciowo odwrdcit ten efekt. Dlatego udzial aktywacji kanalu
BKc. odgrywa wazna role w formowaniu szczelnej bariery nablonka oddechowego.
Nowo wygenerowania linia komérek (HBE AaBK) z delecja kanatu BKc. nie wykazuje
aktywnosci tego kanalu w blonie plazmatycznej i w wewngtrznej blonie
mitochondrialne;.

1, 31 10 uM kwercetyna nie zwickszata zuzycia tlenu przez komdrki HBE AoBK
niezaleznie od dawki. To dodatkowo potwierdza, ze za wzrost szybkosci oddychania
w komorkach HBE WT w obecno$ci kwercetyny skorelowany jest z aktywacja
mitochondrialnego kanatlu potasowego (mitoBKcs).

Kwercetyna i izoramnetyna wykazaty wlasciwo$ci antyoksydacyjne zarowno w calych
komorkach jak i w mitochondriach komérek HBE AaBK w przypadku uszkodzen
oksydacyjnych wywotanych PM w stezeniu 50 pg/ml. Wyzszy efekt ochronny przed
uszkodzeniami na drodze powstawiania reaktywnych form tlenu w przypadku
kwercetyny dla komérek HBE WT niz HBE AoBK wskazuje na udziat kanatu mitoBKca
w tym zjawisku.

Komérki HBE WT w obecnosci 50 pg/ml PM wykazuja podwyzszony poziom
apoptozy. 1, 3, 10 pM kwercetyna przywraca przezywalno$¢ komorek w sposob zalezny
od dawki.
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Komoérki HBE AeBK wykazywaly znacznie nizszy op6r elektryczny TEER
w poréownaniu z komorkami HBE WT. To podkre§la znaczenie kanatu BKca
w formowaniu szczelnej bariery nablonka oddechowego.

Szybko$¢ oddychania komoérkowego w komérkach HBE AaBK w poréwnaniu
z komérkami HBE WT zmienia si¢: w komoérkach linii z delecja kanatu obserwowano
znaczne obnizenie szybkosci oddychania. To wskazuje na wazna rol¢ kanatu mitoBKc,
w procesie oddychania komérkowego.

Potencjal wewngetrznej blony mitochondrialnej nie rézni si¢ w komorkach HBE WT
i linii z delecjg kanatu BKc. - HBE AoBK. Z kolei aktywno$¢ kompleksu IV laficucha
oddechowego w komorkach linii HBE AaBK jest znaczaco nizsza niz w komorkach
HBE WT, co wskazuje na interakcje miedzy funkcjonowaniem tego kompleksu,
a mitochondrialnym kanatem BKca. R6znica w aktywnos$ci IV kompleksu nie wynika
zZ r6znicy liczby mitochondriéw w poréwnywanych liniach komérkowych.

W komorkach HBE WT oznaczono wyzszy poziom bialek kompleksow III oraz IV
faficucha oddechowego niz w komérkach HBE AaBK. Ten wynik wyjasnia
obserwowang roznice w aktywno$ci kompleksu IV w porownywanych modelach

komorkowych. Poziom biatek innych kompleksow (1, II, V) nie zmienia sig.
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7. Spis publikacji naukowych i wskazniki naukometryczne

7.1 Publikacje naukowe

Dabrowska A, Zajac M, Bednarczyk P, Lukasiak A. Effect of Quercetin on mitoBK c,
Channel and Mitochondrial Function in Human Bronchial Epithelial Cells Exposed to
Particulate Matter. Int J Mol Sci. 2022; 24:638. doi: 10.3390/ijms24010638, 140 pkt.
MNiSW, IF =4,9.

Hoser J, Dabrowska A, Zajac M, Bednarczyk P. Changes in Ion Transport across
Biological Membranes Exposed to Particulate Matter. Membranes (Basel). 2023;
13:763. doi: 10.3390/membranes13090763, 100 pkt. MNiSW, IF = 3,6.

Maliszewska-Olejniczak K, Pytlak K, Dabrowska A, Zochowska M, Hoser J, Lukasiak
A, Zajac M, Kulawiak B, Bednarczyk P. Deficiency of the BKc. potassium channel
displayed significant implications for the physiology of the human bronchial epithelium.
Mitochondrion. 2024; 76:101880. doi: 10.1016/j.mit0.2024.101880, 100 pkt. MNiSW,
IF =4,5.

Maliszewska-Olejniczak K, Kustra A, Szymanski W, Dabrowska-Hulka A,
Zochowska M, Kulawiak B, Bednarczyk P. BKc. channel as a novel regulator of
cellular DNA damage response in human bronchial epithelial cells in the presence of
particulate matter. Sci Rep. 2025, 15:22789. doi: 10.1038/s41598-025-03824-9, 140 pkt.
MNiSW, IF =3,9.

7.2 Konferencje, kursy, szkolenia

7.2.1. Konferencje:

9th MITOCHONDRION 2021 Conference on-line, Polish Biophysical Society,
Nencki Institute. 27.01.2021

Kopemikanskim Seminarium Doktoranckim w Toruniu organizowane przez Wydzial
Chemii UMK w Toruniu. 20-22.06.2022

18th Congress of the Polish Biophysical Society (PTBF), organizowany przez Polskie
Towarzystwo Biofizyczne w Warszawie 6-9.09.2022

10th Mitochondrion 2022 online, organizowane przez Polskie Towarzystwo
Biofizyczne 10.2022
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7.2.2. Kursy i szkolenia:

,»3ood practices in writing of scientific articles” Platinum Open Access Journal. 18-
19.11.2020 1.

,,Qraficzna prezentacja danych w publikacjach naukowych” Rada Samorzadu
Doktorantow Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
01.02.2021 r.

,»Jako$¢ wody w badaniach analitycznych. Dlaczego woda moze stanowi¢
zagrozenie?” Merck. 15.03.2021 r.

»,Sprawniej i szybciej w chromatografii cieczowej ~-wspotczesne technologie kolumn
HPLC w portfolio Merck” Merck. 22.03.2021 r.

,»Dobor wlasciwej surowicy w procesie hodowli komorek” Merc. 26.03.2021 r.
,Dobor wlasciwych 1;1embran i rozwigzan w réznych aplikacjach filtracji analitycznej
i przygotowania prob” Merck. 29.03.2021 r.

,,Zastosowanie nowatorskich metod cytometrycznych w wieloparametrycznej analizie
komoérek” Merck. 12.04.2021 r.

,»Jako§¢ wody w hodowlach komérkowych. Dlaczego woda moze stanowié
zagrozenie?” Merck. 19.04.2021 r.

»Hodowle komérek w 3D” Merck. 23.04.2021 r.

»Strategie analizy pecherzykoéw zewnatrzkomorkowych (EVs) z wykorzystaniem
cytometrii przeptywowej” Merck. 14.05.2021 r.

»Smart up your lab” - rozwigzania ulatwiajace pracg i poprawiajace bezpieczenstwo w
laboratoriach chemicznych” Merck. 17.05.2021 r.

,,Cytometria przeptywowa z obrazowaniem Amnis ImageStream. Warsztaty z analizy
danych z wykorzystaniem modutéw sztucznej inteligencji” Merck. 18.05.2022 r.

7.2.3 Seminaria

]

,Rola mitochondrialnego kanatu potasowego w uszkodzeniach wywolanych pylami
miejskimi (PM) — poszukiwanie nowe;j strategii cytoprotekcji” Seminarium
doktoranckie 28.05.2020 r.

,Rola mitochondrialnego kanatu potasowego BKca w uszkodzeniach wywolanych
pylami miejskimi (PM) — poszukiwanie nowej strategii cytoprotekcji” Seminarium

doktoranckie 28.05.2021 r.
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e _Rola mitochondrialnego kanatu BKc. w fizjologii i uszkodzeniach komérek
nablonka oddechowego wywolanych przez pyty miejskie” Seminarium doktoranckie
11.05.2023 r.

¢ ,Rola mitochondrialnego kanatu BKc. w fizjologii i uszkodzeniach komérek nablonka
oddechowego wywotanych przez pyly miejskie” Seminarium doktoranckie 23.04.2024

I.

7.2.4. Wskazniki naukometryczne
Opublikowane prace: 4

Liczba punktow MNiSW: 480
Sumaryczny Impact Factor: 16,9
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