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Podsumowanie wstepnych eksperymentéw wptywu preparatéw GRANGO (G) i GRANGO MEN (GM)
na cytotoksyczno$é oraz cykl komérkowy w komérkach srédbtonka HMEC-1 — z uwzglednieniem ich
potencjalnego wptywu na funkcje mitochondriéw

W pierwszym etapie badan oceniono cytotoksycznos¢ preparatéw G i GM wobec komodrek srédbtonka
HMEC-1 zaréwno w petnym medium hodowlanym (z dodatkiem FBS 5%), jak i w medium pozbawionym
czynnikdw wzrostu. Test zywotnosci komdrek wykonano z uzyciem odczynnika Presto Blue, ktéry
pozwala na ocene aktywnosci metabolicznej. Wyniki wskazaty na brak toksycznosci obu preparatéw oraz
sugerowaty efekt protekcyjny - wyrazniejszy w przypadku preparatu GM, umiarkowany dla G.

Celem drugiego etapu eksperymentu byfta ocena wptywu preparatéw na cykl komérkowy HMEC-1 w
warunkach dostepnosci i niedoboru czynnikdw wzrostu. Dodatkowym celem byto okreslenie, czy ktorys
z badanych zwigzkéw moze wykazywaé dziatanie ochronne wobec mitochondridw, co oceniano
posrednio poprzez: ograniczenie apoptozy (frakcja sub-G0/G1), utrzymanie proliferacji (fazy S + G2/M),
stabilizacje cyklu komérkowego w warunkach stresu metabolicznego.

Wszystkie komorki zostaty poczatkowo poddane 24-godzinnemu przygotowaniu metabolicznemu w
petnym medium z FBS 5%. Nastepnie komdrki podzielono na dwie grupy:

1. Komorki przeniesiono do medium bez FBS na kolejne 24 godziny, réwnoczesnie inkubujac je z
preparatami G lub GM,

2. Komorki pozostawiono w medium z FBS 5% na kolejne 24 godziny, rowniez z dodatkiem G lub GM.

Analizy wykonano metodg cytometrii przeptywowej z zastosowaniem PI/RNAse Staining Buffer (BD
Pharmingen). Oceniano udziat komérek w fazach GO/G1, S, G2/M oraz sub-G0/G1 (wskaznik apoptozy
zwigzanej m.in. z dysfunkcjg mitochondridw).

Wyniki sugerujg, ze oba preparaty, szczegdlnie GM, wykazujg umiarkowany wptyw ochronny na cykl
komérkowy komédrek srodbtonka w warunkach pozbawionych czynnikébw wzrostu. Preparat GM
przyczyniat sie do utrzymania aktywnosci proliferacyjnej (S + G2/M) i ograniczat akumulacje komaérek w
fazie GO/G1, co moze S$wiadczyé o jego potencjalnym dziataniu wspierajgcym metabolizm i cykl
komérkowy mimo niedoboru sktadnikéw odzywczych. Wptyw na redukcje apoptozy mitochondrialnej
byt jednak zmienny i wymaga dalszej weryfikacji — w jednej z préb odnotowano wzrost komoérek
apoptotycznych.

Zmiany w cyklu komdérkowym i apoptozie sugeruja, ze preparaty G i GM mogg wptywac na kondycje
mitochondriow. Jest to zgodne z obserwacjami, ze apoptoza (sub-GO/G1) czesto jest konsekwencjg
dysfunkcji mitochondrialnej (np. utrata potencjatu btony, wzrost ROS, aktywacja kaspaz). Mozliwe
mechanizmy dziatania ochronnego obejmujg: stabilizacje potencjatu btony mitochondrialnej (AWm),
ograniczenie stresu oksydacyjnego (ROS), wsparcie metabolizmu energetycznego (utrzymanie ATP),
hamowanie aktywacji szlaku apoptozy zaleznego od mitochondriow.
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Whiosek:

Uzyskane dane uzasadniajg kontynuacje badan nad preparatami G i GM jako potencjalnymi
protektantami mitochondrialnymi w warunkach stresu komdérkowego. Kolejne etapy powinny
obejmowaé bezposrednie analizy parametrow mitochondrialnych, takich potencjat btony
mitochondrialnej, produkcja ATP (adenozynotréjfosforanu), poziom reaktywnych form tlenu (ROS),
aktywnos¢ enzymow taricucha oddechowego.
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