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SANTRUMPOS IR SUTARTINIAI ZYMEJIMAI

[Ca*]. - vidulasteliné kalcio jony koncentracija

7-AAD - 7-aminoaktinomicinas D

Akt — baltymy kinaz¢ B

ArE — juodyjy aronijy iSspaudy ekstraktas

CAMKII - nuo Ca*/Kalmodulino priklausoma kinaz¢ 11

CDKS - nuo ciklino priklausoma kinazé 5

CK1 — kazeino kinaze 1

Cx — koneksinas (angl.connexin)

EGFP — sustiprintos fluorescencijos Zaliai fluorescuojantis baltymas
(angl. enhanced green fluorescent protein)

ERK1/2 - ekstralgstelinio signalo reguliuojamos kinazés 1 ir 2

(angl.extracellular signal regulated kinases 1 and 2)
GAPDH - gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenazé

g, — plySiniy jungCiy elektrinis laidumas

HeLa — zmogaus gimdos kaklelio naviko Iastelés

MAPK - mitogeny aktyvuota baltymy kinaze (angl. mitogen-activated
protein kinase)

NEO — muskato eterinis aliejus (angl. nutmeg essential oil)

o8 — pradinis plySiniy jung¢iy elektrinis laidumas

PI3K — fosfatidilinozitolio 3-kinaze

PJ — plySiné jungtis

PJP — plySiniy jungciy plokstele

PJTR — plysiniy jungciy tarplastelinis rySys

PKA — baltymy kinazé¢ A

PKC — baltymy kinaze C

PKG — baltymy kinaz¢ G

PMSF  — fenilmetilsulfonilfluoridas (angl. phenylmethylsulfonyl fluoride)

PVDF - poliviniliden difluoridas

ROS — reaktyviosios deguonies formos (angl. reactive oxygen species)

Rsv — resveratrolis

SpE — spanguoliy iSspaudy ekstraktas

SUMO - mazas, j ubikviting panasus baltymas (angl. small ubiquitin-like
modifier)

™ — koneksing sudarantys transmembraniniai domenai

(angl. transmembrane domains)



UESC — ultraefektyvioji skys¢iy chromatografija

v-Sre — nereceptoring tirozino kinaze
70-1 — vidulasteliniai sukabinimo baltymai 1 (angl. zonula occludens-1)
ZPJ — ziedinés plySinés jungtys (angl. annular gap junctions).



IVADAS

Pastaraisiais deSimtmeciais nattraliy biologiSkai aktyviy junginiy tyrimai
tapo svarbia biomedicininiy tyrimy kryptimi, nes vis labiau pabréziamas jy
terapinis potencialas ir reikSmeé zmogaus sveikatai. Augaly ekstraktuose gau-
su jvairiy biologiskai aktyviy junginiy, tokiy kaip polifenoliai, flavonoidai,
taninai, terpenoidai, fenolinés rugstys, saponinai, alkaloidai ir polisachari-
dai. Siems natiiraliems ekstraktams biidinga didelé struktiring jvairové bei
sudétingi veikimo mechanizmai, o daugelis jy pasizymi antioksidacinémis,
Sirdies ir nervy sistema apsauganciomis funkcijomis, chemoprevencinémis
ir prieSnavikinémis savybémis [1]. Naturaliems junginiams buidingas mazes-
nis citotoksiSkumas ir juos geriau toleruoja normalios Igstelés, todél jie lai-
komi perspektyviais kandidatais tiek fundamentiniuose, tiek taikomuosiuose
biomedicininiuose tyrimuose [2]. Atsizvelgiant ] tarplastelinio rySio svarba
Siuose fiziologiniuose procesuose, Siame darbe ypatingas démesys yra skiria-
mas natiiraliy ekstrakty ir juose daznai sutinkamo komponento resveratrolio
poveikio plySinéms jungtims (PJ), sudarytoms 1§ koneksiny (Cx), tyrimams,
nes jos uztikrina tiesioginj elektriniy, metaboliniy ir genetiniy signaly perda-
vimg ir yra svarbios palaikant normalig organy funkcijg bei vystymasi [3,4].
Sutrikes tarplastelinis rySys per PJ (PJTR) gali lemti Sirdies ir kraujagysliy
bei neurologiniy ligy progresavima ir naviky vystymasi [5—7]. Vienas labiau-
siai iStirty koneksiny yra Cx43, o tai glaudziai susije su jo placiu paplitimu
7mogaus organizme. Sis baltymas aptinkamas daugumoje audiniy, jskaitant
$irdj, oda, smegenis, kepenis, inkstus ir kitus [8]. Sirdies laidZiojoje sistemoje
bei centringje nervy sistemoje taip pat aptinkamas Cx45 [9,10]. Tyrimai su
Cx45 yra riboti, nes gyviinai su iSveiklintu genu dazniausiai neiSgyvena iki
gimimo — jie zusta embriono stadijoje [11]. Nors apie naturaliy ekstrakty bei
ju sudétiniy daliy poveikj Cx43 ekspresijai yra duomeny [12], jy tiesioginis
poveikis Cx43 PJ elektriniam laidumui ir pralaidumui jvairioms medzZiagoms
néra pakankamai istirtas. Siuo metu literatiiroje yra nedaug tiesioginiy tyriny,
nagrin¢janciy bioaktyviy junginiy poveikj tarplasteliniam rysiui per Cx45 PJ,
taciau yra parodyta, kad nattiraltis ekstraktai [13], gali turéti teigiama poveikj
Sirdies ir kraujagysliy bei galvos smegeny kraujotakos sistemoms, kuriose
Cx45 atlieka svarby vaidmen;.

Naturalts ekstraktai yra sudaryti i§ daugelio biologiskai aktyviy junginiy,
kurie gali veikti sinergiSkai ir moduliuoti PJ funkcija per kelis signalinius ke-
lius vienu metu. Kuriant tikslines jvairiy ligy terapines strategijas svarbu nu-
statyti, kurios medziagos pasizymi didziausiu potencialu reguliuojant PJTR
ir kitus Igsteléje vykstancius procesus. Bioaktyviy junginiy poveikio Cx43
ir Cx45 funkcijy reguliavimo mechanizmams tyrimai yra svarbis, siekiant



identifikuoti naujus potencialius PJ moduliatorius, kartu jvertinant jy selekty-
vumag skirtingiems koneksinams ir galimg poveikj lasteliy gyvybingumui bei
kitoms funkcijoms. Siuo tikslu mes pirma karta atlikome palyginamajj bio-
logiskai aktyviy augalinés kilmés junginiy (muskato eterinio aliejaus (NEO)
bei spanguoliy (SpE) ir aronijy (ArE) iSspaudy ekstrakty) ir resveratrolio po-
veikio Cx43 ir Cx45 PJ tarplastelinio rySio savybéms tyrima.
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DARBO TIKSLAS, MOKSLINIS NAUJUMAS

Darbo tikslas

Nustatyti biologiskai aktyviy augalinés kilmeés junginiy poveikj Cx43 ir
Cx45 plysiniy jungciy savybéms bei naviko lasteliy gyvybingumui.

Darbo uzdaviniai

1. Ivertinti muskato eterinio aliejaus poveikj Novikoff 1gsteliy onkogenis-
kumui ir endogeninio Cx43 metabolinei komunikacijai ir palyginti jo
poveikj Cx43 ir Cx45 plySiniy jung¢iy laidumui.

2. Istirti spanguoliy ir aronijy iSspaudy ekstrakty sukeliamus poky¢ius ko-
lorektalinio naviko (HCT116 ir DLD-1) lgsteliy Cx43 plySiniy jungéiy
laidumui ir onkogeniskumui.

3. Ivertinti spanguoliy iSspaudy ekstrakto poveiki HeLa WT, HeLa Cx43
ir HeLa Cx45 plySiniy jungciy savybéms ir gyvybingumui.

4. Nustatyti resveratrolio poveikj HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45
plySiniy jungCiy savybéms ir onkogeniSkumui.

5. Nustatyti resveratrolio poveikj HCT116 ir DLD-1 lasteliy plySiniy
jungCiy savybéms ir onkogeniskumui.

Darbo mokslinis naujumas

Siame darbe pirmga karta atliktas keliy biologiskai aktyviy augalinés kil-
més junginiy poveikio PJ, suformuoty i§ Cx43 ir Cx45, savybéms palygina-
masis tyrimas. Nustatyta, kad NEO slopina tiek Cx43, tieck Cx45 PJ laiduma.
Pirma kartg parodéme, jog SpE ir ArE pasizymi selektyviu, nuo koneksino
tipo priklausanciu poveikiu: SpE stimuliuoja Cx45, bet neveikia Cx43, o ArE
slopina Cx43, taciau neveikia Cx45 PJ laidumo. Siekdami jvertinti PJTR jta-
ka navikiniam potencialui, tyréme minéty ekstrakty poveikj skirtingy tipy na-
vikiniy lgsteliy gyvybingumui ir onkogeniSkumui.

ISsamiau iStyrus vieng 1§ SpE biologiskai aktyviy komponenty — resvera-
trolj, nustatyta, kad jis slopino Cx43 PJ laidumg, o Cx45 PJ laidumui turéjo
dvilypi poveikj — priklausomai nuo koncentracijos pasireiske tiek slopinantis,
tiek stimuliuojantis resveratrolio poveikis. Pasitelkus molekulinio modeliavi-
mo metoda buvo iSnagrinétos priezastys, galéjusios lemti $j dvilypi resvera-
trolio poveiki. Nustatéme, kad resveratrolis HeLa lastelése sukelia nuo laiko,
koncentracijos ir koneksino tipo priklausomus pokycius: didina koneksiny
ekspresijg ir PJ ploksteliy (PJP) dydj, aktyvina ERK1/2 signalinj kelig bei
skatina Cx43 fosforilinima, o tai siejasi su sumaZzéjusiu lasteliy gyvybingumu
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ir proliferacija. Lastelés, ekspresuojancios Cx43 ar Cx45, buvo jautresnés
resveratrolio poveikiui, nei laukinio tipo HeLa lastelés.

Svarbus $io darbo naujumo aspektas yra tai, kad biologiskai aktyviy au-
galinés kilmés junginiy poveikis buvo vertinamas tiesioginiais elektrofiziolo-
giniais matavimais, taikant dviguba visos lastelés fiksuotos jtampos metoda,
leidziantj kiekybiskai jvertinti PJ laidumo poky¢ius, skirtingai nei dazniausiai
literatiroje naudojami netiesioginiai molekuliniai metodai. Gauti rezultatai
atskleidZia augalinés kilmés junginiy, ypa¢ resveratrolio, kaip selektyviy
PJTR moduliatoriy, potencialg ir sudaro pagrindg jy taikymui fundamenti-
niuose bei klinikiniuose tyrimuose, siekiant tikslingai reguliuoti lasteliy tar-
pusavio saveika.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. PJ struktiira, dinamika ir pasiskirstymas organizme

Tiesioginj elektrinj, metabolinj ir net genetinj tarplastelinj rysj uztikrina
PJ, sudarytos i$ koneksiny, kuriy skirtingas izoformas ekspresuoja beveik visi
organizmo audiniai. Koneksiny struktiirinés ir funkcinés savybés tiesiogiai
lemia PJTR efektyvumg ir reguliacija. PJTR leidZia tiesiogiai koordinuoti
lasteliy veiklg audiniuose, o tai ypac¢ svarbu Sirdies, smegeny, imunings siste-
mos funkcijoms ir navikiniams procesams [14].

Koneksiny baltymai sudaro heksamerines struktiiras, vadinamas ko-
neksonais arba puskanaliais. Koneksinai turi keturis membrang kertancius
transmembraninius domenus (TM), dvi tarplastelines kilpas (E), vieng vidu-
lasteling kilpa (CL) bei vidulgstelinius N ir C galus (1 pav.) [15].

A Koneksinas B Koneksonas arba puskanalis

El E2

X

Heteromerinis

C

CL

Plysinés jungtys

/ |

Homotipinés Heterotipinés

1 pav. Koneksino baltymo (A) ir puskanaliy (B) bei plysiniy jungciy (C)
struktiiros
Adaptuota pagal Suheda Yasarbas ir kt. [16]

13



Koneksiny sintez¢ prasideda endoplazminiame tinkle (ER), o véliau jie
migruoja per Goldzio aparata, kur jie oligomerizuojasi, sudarydami puska-
nalius. Puskanaliai gali buti homomeriniai, sudaryti i§ identiSky koneksiny
subvienety, arba heteromeriniai, sudaryti 1§ skirtingy koneksiny subvienety.
Veéliau puskanaliai yra vezikulémis transportuojami  lgstelés pavirsiy, kur jie
gali veikti savarankiskai arba jungtis su kity Igsteliy puskanaliais ir formuoti
PJ tarp lasteliy. PJ gali biiti homotipinés, kai tarp dviejy sgveikaujanciy Ias-
teliy susijungia du identiSki puskanaliai, arba heterotipinés, kai susijungia du
skirtingi puskanaliai (1C pav.). Tankios Simty ar tukstanciy atskiry kanaly
sankaupos sudaro labai organizuotas struktiiras — PJP (2 pav.).

Lastele 1 J

Lastelé 2

S LM

2 pav. Plysiniy jungciy plokstelés (PJP)
Cx43 PJP trimatis vaizdas HeLa Cx43 lastelése (A). Elektroninés mikroskopijos Cx PJP
vaizdas (B), adaptuota pagal McNutt and Weinstein [17]

PJ gali biti internalizuojamos i lastele, kaip dvigubos membranos strukti-
ros, vadinamos Ziedinémis PJ (ZPJ). Viduje ZPJ yra nukreipiamos j lizosomas ar
proteasomas, kur koneksiny baltymai yra skaidomi ir degraduojami [18]. Dau-
gumos PJ gyvavimo trukmé yra labai trumpa (apie 1,5-5 val.), todé¢l PJP nuolat
formuojamos ir degraduojamos, taip leidziant greitai moduliuoti PJTR [19].

Pelése zinoma 20 koneksiny tipy, o zmonése 21, jie klasifikuojami pagal
molekuling masg ir pasiskirstymg audiniuose, pvz., Cx43 yra ~43 kDa balty-
mas. Reikia pazyméti, kad Cx43, Cx26 ir Cx32 yra trys placiausiai paplitu-
sios koneksino izoformos, randamos daugelyje Zzmogaus organy, o Cx43 yra
labiausiai istirtas [20]. Akies lgSyje daugiausia randami Cx23, Cx46, Cx50 ir
Cx359, jie svarbiis akies l¢Sio skaidrumui ir funkcijos palaikymui, tuo tarpu
tinklaingje randami Cx36, Cx57 ir Cx62. Odoje ekspresuojami Cx26, Cx30,
Cx30.3, Cx31, Cx31.1, Cx40, Cx43 ir Cx45, jie palaiko PJTR epidermyje.
Smegenyse aptinkami Cx29, Cx30, Cx31.9, Cx39, Cx32, Cx37 ir Cx45,
jie svarbiis centrinés nervy sistemos veiklai. Sirdyje vyrauja Cx40, Cx43 ir
Cx45, kurie yra esminiai elektrinio impulso sklidimui miokarde. Kraujagys-
lése aptinkami Cx37 ir Cx47, o kvépavimo sistemoje — Cx25 ir Cx31.1. Ke-
penys ekspresuoja Cx26, Cx30, Cx31.9 ir Cx32, séklidés — Cx30.2 ir Cx33, o
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kauluose randami Cx33 ir Cx43. Toks jvairialypis koneksiny pasiskirstymas
pabrézia jy funkcijy specifiSkuma skirtinguose organuose ir audiniuose [21].

1.2. Cx43 PJ funkcija ir svarba

Cx43 PJ yra geriausiai iStirtos, jos biitinos audiniy homeostazés koordi-
navimui normaliuose organuose ir yra susijusios su naviko vystymusi, pro-
gresavimu bei atsaku ] gydyma [22]. Pagrindiniai zmogaus organai, kurie
ekspresuoja Cx43 yra smegenys, plauciai, Sirdis, inkstai, Slapimo pislé, oda,
kepenys, kraujagyslés ir kaulai (3 pav.) [23].

Slapimo
puslé

3 pav. Pagrindiniai Zmogaus organai, ekspresuojantys Cx43

Cx43 yra gausiai ekspresuojamas Sirdyje, kur daugiausia lokalizuojasi dar-
biniame miokarde ir atlieka esminj vaidmenj perduodant elektrinius signa-
lus [24]. Zmogaus Cx43 turi 33 galimas fosforilinimo vietas C gale, kurios
nulemia PJ laidumo, pralaidumo ir ekspresijos pokycius. Fosforilinimas yra
vienas i§ svarbiausiy fiziologinés buisenos audiniuose reguliavimo mechaniz-
my, o jo poky¢iai stebimi jvairiy ligy atvejais [25,26]. Sveikoje Sirdyje Cx43
daugiausia randamas galais susijungusiy kardiomiocity jterptiniuose diskuo-
se (angl. intercalated discs), kur fosforilinamos S365, S325, S328 ir S330
liekanos skatina PJ laidumo poky¢ius ir signalo perdavima. Po miokardo in-
farkto padidéjes vidulastelinis Ca** sukelia S365 defosforilinimg. Tai sumazi-
na tarplastelinj rys§j ir perskirsto Cx43 j Sonines lasteliy sritis, taip sutrikdant
Sirdies signaly perdavimg ir prisidedant prie aritmijy. Dideliy PJ ploksteliy
susidarymas jterptiniuose diskuose priklauso nuo Cx43 sgveikos su vidulas-
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teliniu sukibimo baltymu ZO-1, o $ig sgveika reguliuoja baltymy kinazés C
(PKC) sukeltas Cx43 S368 fosforilinimas. Sis fosforilinimas slopina ZO-1
sukeliama PJ i§siardyma ir gali padéti stabilizuoti Cx43 iSemings Sirdies ligos
atveju [26,27].

Kraujagysliy sistemoje Cx43 randamas endotelio lgstelése, kraujagysliy
lygiyjy raumeny lastelése ir pericituose. Cx43 koordinuoja endotelio ir ly-
giyjy raumeny tarpusavio sgveika bei kraujagysliy tonusa, o jo ekspresija yra
reguliuojama skirtinguose kraujagysliy tipuose. Nustatyta, kad kraujagysliy
ligy metu koneksiny fosforilinimas moduliuoja jy sgveika su baltymais, to-
kiais kaip ZO-1, ir taip reguliuoja tarplastelinj rysj bei ligos bukle. Oksiduoti
fosfolipidai, randami aterosklerozinése plokstelese, didina Cx43 fosforilini-
ma, kurj reguliuoja mitogeny aktyvuota baltymy kinaz¢ (MAPK) ir PKC, o
Sis procesas siejamas su padidéjusiu uzdegimu ir lasteliy proliferacija [28].

Cx43 taip pat randamas kauliniame audinyje. Cx43 yra pagrindinis konek-
sinas osteocituose, osteoblastuose ir osteoklastuose, kauluose ir kremzl¢je.
Normaliame kauliniame audinyje Cx43 PJ ir puskanaliai tarpininkauja me-
chaniniy signaly perdavime, reguliuoja geny ekspresijg ir saugo nuo osteopo-
rozés bei su amziumi susijusio kauly retéjimo [29].

Odoje Cx43 ekspresuoja keratinocitai, fibroblastai, melanocitai, endotelio,
dermos papilés ir bazinés lastelés. Cx43 ekspresija odoje yra reguliuojama ir
biitina normaliam audiniy vystymuisi bei efektyviam zaizdy gijimui. Fosfo-
rilinimas gali vaidinti svarby vaidmenj zaizdos gijimo procese, koordinuo-
jant tarplastelinj ry$j ir koneksiny perskirstymg. Cx43 fosforilinimas kinta
dinamiskai Zaizdos gijimo metu. Netrukus po suzalojimo baltymy kinazés B
(Akt) sukeltas S373 fosforilinimas sutrikdo Cx43 ir ZO-1 jungimasi, laikinai
stabilizuodamas Cx43 membranoje pries jo internalizacija. Véliau PKC saly-
gotas S368 fosforilinimas (24—72 val.) netoli zaizdos slopina PJTR. Kartu Sie
nuosekliis fosforilinimo procesai reguliuoja signalo perdavima per PJ zaizdos
gijimo metu [27,30].

Plazmingje membranoje esantys i§ Cx43 sudaryti puskanaliai formuoja
tarplastelinius kanalus, kurie itin svarbiis Sirdies ir kraujagysliy bei nervy
sistemose, taCiau taip pat Cx43 randamas ir lgstelés branduolyje [31], mi-
tochondrijose [32], ekstralastelinése vezikulése [33] ir tuneliniuose nano-
vamzdeliuose [34]. Branduolyje esantis Cx43 dalyvauja geny transkripcijos
reguliacijoje, citoskeleto formavime, Iasteliy migracijoje ir adhezijoje. Cx43
mitochondrijose yra susij¢s su mitochondrinio kvépavimo funkcijomis, o
ekstralgstelinése vezikulése ir tuneliniuose nanovamzdeliuose — dalyvauja
tarplastelinés informacijos apykaitoje. Tyrimai parodé, kad Cx43 puskanaliai
lokalizuojasi vidingje mitochondrijy membranoje ir dalyvauja K* jony per-
nasoje, o Cx43 slopinimas mazina K* patekimg j mitochondrijas bei silpni-
na mitochondrinj kvépavimg ir ATP gamybg. Mitochondrinis Cx43 taip pat
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susijes su reaktyviyjy deguonies formy (ROS) gamyba ir streso aktyvuotos
baltymy kinazés (p38)/MAPK signaliniu keliu, sudarydamas teigiamo grjz-
tamojo rySio reguliacing sistema. Mitochondrinis Cx43 atlieka reikSminga
apsauginj vaidmenj Sirdies Igstelése, esant hipoksijai ir iSemijai, sgveikauja
su mitochondriniais ATP jautriais kalio kanalais (mKATP), reguliuoja jony
(K*, H*) ir ATP pernasa bei prisideda prie oksidacinio streso kontrolés. Si
mitochondrijy Cx43-ROS oksidacinio streso sgveika gali biiti svarbi jvairiy
ligy patogenezeje [35,36].

Cx43 ekstralastelinése vezikulése gali dalyvauti navikiniy lasteliy metas-
tazavime. Nustatyta, kad Cx43 yra gausiai ekspresuojamas smegeny metasta-
zése, o sveikame smegeny audinyje jo ekspresija yra normali, tuo tarpu kasos
navikuose — sumazéjusi. Sie duomenys patvirtina rysj tarp Cx43 ir naviky.
Ekstralastelinés vezikulés ir ypa¢ egzosomos gali turéti terapinj potencialg,
nes gali pernesti bioaktyvias molekules | lasteles-taikinius. Cx43 aptikimas
egzosomose rodo, kad jis gali tarpininkauti egzosomy ir Iasteliy-taikiniy sa-
veikai per PJ, todél gali tapti perspektyviu terapiniu taikiniu [37].

Cx43 taip pat dalyvauja tarplastelinéje komunikacijoje per tunelinius na-
novamzdelius, kurie leidzia lgsteléms keistis ne tik mazomis molekulémis,
bet ir organelémis, tokiomis, kaip mitochondrijos, virusai ir net mikroRNR
[4,34].

Naviko atveju Cx43 vaidmuo yra dviprasmiskas ir labai priklausomas nuo
biologinio konteksto. Daugelyje pirminiy naviky Cx43 ekspresijos sumazé-
jimas arba pasikeitusi lokalizacija sutrikdo tarplastelinj rysj per PJ, ir dél to
lastelés pradeda nekontroliuojamai daugintis [38]. Pazengusiuose navikuose
Cx43 gali paskatinti epiteling-mezenchiming tranzicija, 13steliy migracija, in-
vazyvumg, kamieniSkuma ir metastazavimg glioblastomos, prostatos, kriities
ir kity naviky atvejais [22]. Siuose procesuose svarby vaidmenj atlicka Cx43
C galo fosforilinimas ir baltymy kinazés A (PKA)/MAPK/fosfatidilinozito-
lio 3-kinazés (PI3K) signaliniai keliai. Fosforilinimas taip pat vaidina svarby
vaidmenj koneksiny lokalizacijai ir funkcijai naviko atveju. Keletas onkoge-
ny ir protoonkogeny (GTPazé HRAS ir nereceptoriné tirozino kinaze (c-Src))
stipriai slopina tarplgstelinj ry$j. Naviky promotoriai, tokie kaip forbolio este-
riai, taip pat slopina Cx43 tarplastelinj rysj per PKC ir ekstralgstelinio signalo
reguliuojamos kinazés 1 ir 2 (ERK1/2) kelius. Sumazéjusi Cx43 ekspresija ir
jo fosforilinimas (S368, S279/282) stebimas kasos navikuose, o tai koreliuo-
ja su prasta ligos prognoze. Tikslingas koneksiny fosforilinimo slopinimas,
pvz., naudojant gefitinibg Src ir PKC slopinimui, gali atkurti tarplastelinj
ry$i, o Src sukeltas Cx43 fosforilinimas gali prisidéti prie naviko atsparumo
chemoterapijai [20,25].
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1.3. Cx45 PJ funkcija ir svarba

Cx45 yra ribotos ekspresijos, taciau labai svarbus koneksinas, atliekantis
esminj vaidmenj vystymosi procesuose [39], Sirdies [40], kraujagysliy fizio-
logijoje [41], inksty funkcijoje [42] ir kai kuriuose nervy sistemos [43] bei re-
gos vystymosi aspektuose [44]. Cx45 reikSmé daznai tampa akivaizdi tuomet,
kai jo ekspresija yra sutrikusi. Cx45 yra vienas ankstyviausiai embrioninio
vystymosi metu ekspresuojamy koneksiny, jis pasireiskia, kai prasideda pir-
mieji Sirdies susitraukimai, todél Cx45 yra budingas visoms susiformavusios
Sirdies laidziosios sistemos dalims, prieSingai, nei Cx43, kuris dominuoja
darbiniame miokarde [39] (4 pav.). Cx45 funkcijos vis dar néra iki galo iStir-
tos, o jo tyrimus apsunkina tai, kad visiSkas GJC1 (Cx45) geno iSveiklinimas
sustabdo vystymasi.

Sinusinis mazgas
Cx45

Kairysis priesirdis
Cx43, Cx40
DeSinysis prieSirdis
Cx43, Cx40
VirsSutinés Hiso
pluosto kojytés
Cx45, Cx40

Atrioventrikulinis mazgas
Cx45

Apatinés Hiso
pluosto kojytés
Cx45, Cx40, Cx43

Hiso pluostas
Cx45, Cx40
Desinysis skilvelis

Cx43 Kairysis skilvelis

Purkinje skaidulos 43
Cx43, Cx40, Cx45

4 pav. Cx40, Cx43 ir Cx45 pasiskirstymas Sirdyje

Centringje nervy sistemoje Cx45 ekspresija yra didZiausia embriono ir po-
gimdyminiu laikotarpiu, taciau véliau sumazéja ir islieka tik tam tikrose sme-
geny srityse, kaip talamas, hipokampo CA3 sritis ir smegenélés. Suaugusiyjy
smegenyse Cx45 aptinkamas piramidiniuose neuronuose, kurie dalyvauja
elektriniame tarplasteliniame rysyje [45].

Limfinés sistemos endotelio Cx45 yra biitinas tinkamai limfinés sistemos
morfologijai palaikyti [46]. Kraujagysliy lygiyjy raumeny lastelése Cx45 pa-
laiko kalcio sklidima, renino sekrecijg ir kraujosptidzio reguliavimg. Cx45
geno delecija inksty jukstaglomerulinése lgstelése peléms lemia padidéjusia
renino koncentracijg ir padidéjusj sisteminj kraujospidj [47].
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[Ssamis tyrimai nustaté daug kinaziy, fosforilinan¢iy Cx43 [48]. Duome-
ny apie Cx45 fosforilinimg yra gerokai maZziau, taciau esami tyrimai rodo,
kad kinazés skirtingai veikia Cx43 ir Cx45. Pavyzdziui, PKA didina Cx43 PJ
laiduma, tac¢iau mazina Cx45 PJ laidumg. Panasiai PKC aktyvinimas, nau-
dojant forbolio 12-miristato 13-acetata (PMA), mazina Cx43 PJ laiduma, o
Cx45 atveju gauti prieStaringi rezultatai, tiek laidumo padid¢jimas, tiek su-
mazéjimas. Be to, fosforilinimas mazina vienetinio Cx43 kanalo laiduma,
tadiau neturi reik§mingo poveikio Cx45. Sie duomenys pabrézia, kad konek-
siny reguliacija kinaziy pagalba yra specifiné koneksino tipui [49]. Cx45 C
galas gali sgveikauti su specifiniais baltymais, kurie gali lemti jo lokalizacija,
stabiluma, fosforilinimg ir PJ funkcijg. Tai patvirtina, jog skirtingai nei Cx43,
Cx45 turi unikaly sgveiky profilj, todeél jo biologinis reguliavimas ir funkcija
negali biti tiesiogiai tapatinami su kity koneksiny modeliais [50]. Viename
1§ naujausiy tyrimy teigiama, kad Cx45 reguliacija yra izoformai specifiné ir
negali biiti vertinama remiantis vien Cx43 modeliais [49]. Sirdies nepakan-
kamumo metu pakinta koneksiny balansas, mazé¢ja Cx43, tod¢él Cx45 santy-
kiné reikSmé padidéja. Tai keiCia elektrinio impulso sklidima, laidumo greitj
bei padidina aritmijy rizikg. Cx45 formuoja mazesnio laidumo kanalus nei
Cx43, todel padidejusi Cx45 ekspresija Sirdyje gali létinti elektrinj signalg,
o tai savo ruoztu iSSaukia tarplastelinio rySio susilpnéjima, gali i$Saukti arit-
mijas ir keiCia bendrg Sirdies fiziologija. Autoriai pabrézia, kad ne tik Cx43
sumazéjimas, bet ir Cx45 santykinis padid¢jimas gali bati kritinis veiksnys
patologijoje [51,52].

Skirtingai nei Cx43, Cx45 saveika su kitais baltymais iki $iol yra iStirta tik
fragmentiskai. Yra duomeny apie Cx45 sgveikg su ZO-1 baltymu, jungianc¢iu
koneksinus su citoskeletu [53,54], bei apie galima ry$j su aktinu ir tubuli-
nu [49], ta¢iau dauguma molekuliniy sgveiky, lemianc¢iy Cx45 lokalizacija ir
funkcija, vis dar lieka neaiskios.

1.4. PJTR vaidmuo onkogenezéje

Vienu i§ pagrindiniy mechanizmy, uZztikrinan¢iy audiniy funkcijy palai-
kyma, laikomas PJTR. Per pastaruosius deSimtmecius daugybé moksliniy ty-
rimy parodé, kad PJ yra biitinos metaboliniam ir elektriniam tarplasteliniam
ry$iui uztikrinti visuose gyvybiskai svarbiuose organuose. Tai yra pagrindinis
mechanizmas, leidziantis tiesiogiai perduoti jonus, mazas signalines moleku-
les ir metabolitus tarp gretimy lasteliy.

PJ ir jas sudarantys koneksinai atlieka sudétinga vaidmen;j naviko biolo-
gijoje. PJTR praradimas arba sutrikimas yra biidingas daugeliui naviky ir
prisideda prie nekontroliuojamos proliferacijos, diferenciacijos praradimo,
invazyvumo ir metastaziy vystymosi. Koneksiny ekspresijos ir PJTR atki-
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rimas navikinése lastelése gali slopinti jy dalijimasi, bet skatina jy metasta-
zavimg. PJ praradimas laikomas vienu i§ mechanizmy, kuris prisideda prie
ankstyvosios naviko vystymosi fazés, nes truksta tiesioginés lasteliy tarpu-
savio signalizacijos, kuri fiziologinése sglygose riboja netinkama Iasteliy da-
lijimasi. Nors tradiciSskai PJTR yra siejamas su navikg slopinanciu poveikiu
ankstyvose stadijose, vélesniuose etapuose Cx43 [55], Cx26 [56] ir Cx32
[57] gali skatinti navikiniy Igsteliy migracijg, padéti sgveikauti su endoteliu
ar palaikyti naviko kamieniniy lgsteliy fenotipg. PJTR taip pat yra svarbus
imuninio atsako moduliacijai pries§ navika — funkcionalios PJ leidzia perduoti
signalus tarp imunings lgstelés ir navikinés Igstelés, prisidedant prie efekty-
vesnio prieSnavikinio atsako. Navikinés Igsteles, turincios silpng PJTR, gali
lengviau i8likti imuninés sistemos aplinkoje. Remiantis $iais mechanizmais,
PJ nagrinéjamos, kaip potencialus terapinis taikinys. PJTR atkiirimas arba
stimuliavimas ankstyvose naviko stadijose gali sustabdyti navikiniy lasteliy
dalijimasi, pagerinti jautruma chemoterapijai ar net sustiprinti radioterapijos
poveikj [22,38,58].

1.5. PJTR reguliacija

PJ laidumas yra reguliuojamas procesas, o jo valdyma uztikrina sudétinga
tarpusavyje saveikaujanc¢iy mechanizmy sistema, apimanti jautruma jtampai,
koneksiny potransliacines modifikacijas (ypa¢ fosforilinimg), vidulasteliniy
Ca* ir Mg** jony koncentracija, vidulgstelinj pH ir PJ slopiklius [23].

PJ kanaly atsidaryma reguliuoja jautrumas transmembraninei jtampai
(V_), kuri atspindi potencialy skirtumg tarp Iastelés vidaus ir iSorés, bei jau-
trumas jungties jtampai (Vj), kuri nusako potencialy skirtuma tarp dviejy tar-
pusavyje sujungty lagsteliy citoplazmy. Laidumo priklausomybé nuo Vj yra
viena svarbiausiy PJ kanaly savybiy. Kiekviename kanale veikia du jtampai
jautrts varty mechanizmai: greitieji vartai, kurie riboja laiduma iki liekamo-
sios biisenos, ir 1étieji vartai, galintys visiSkai uzdaryti PJ kanalg. PJ greita;;
varstymasi ir jautrumg jtampos poliSkumui lemia N-galo aminortigsciy lieka-
nos. Skirtingy koneksiny kanalai uzsidaro esant skirtingos krypties jtampai:
pavyzdziui, Cx26, Cx30 ir Cx50 jautrts teigiamai, o Cx43, Cx45 ir Cx40
jautriis neigiamai jtampai, tuo tarpu Cx46 gali uzsidaryti abiem atvejais. Ko-
neksiny jautrumas Vj labai skiriasi, Cx45 kanalai uzsidaro, esant Zymiai ma-
Zesnei V, negu Cx43. Kai kurios PJ yra jautrios ir V_, taCiau Sis jautrumas
gali prikfausyti nuo lastelés tipo [59,60].

Vidulgstelinis pH (pH.) yra vienas esminiy veiksniy, uztikrinanciy Igsteles
homeostaze, o jo svyravimai reikSmingai veikia PJ laiduma tiek normaliomis,
tiek patologinémis sglygomis. Daugumos koneksiny PJ laidumas sumazéja,
kai citoplazminé terpé riigStéja, taciau Sio poveikio stiprumas skiriasi priklau-
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somai nuo lgstelés tipo ir konkrec€ios koneksino izoformos. Eksperimentiniai
tyrimai lgsteliy kulturose parode, kad pH, didinimas skatina Cx30.2 ir Cx45
kanaly laiduma, tac¢iau slopina Cx43 ir Cx36, o kai kuriy kity koneksiny veik-
lai reikSmingos jtakos neturi. Cx45 iSsiskiria tuo, kad jo jautrumas kai ku-
riems slopikliams maZzéja esant aukStesniam pH_ [61]. Tai siejama su tam tikry
Cx45 aminorugsciy, ypac histidiny, vaidmeniu, nes manoma, kad histidinas
204 gali biiti svarbus nuo pH priklausomam laidumo reguliavimui. Labiausiai
istirtas yra Cx43 jautrumas pH, pokyc¢iams, ypac Sirdies iSemijos metu, kai
terpés riigstéjimas slopina PJTR. Viena vertus, tai gali buti laikoma apsaugi-
niu mechanizmu, ribojanciu pazeidimo plitimg, taciau kita vertus, pernelyg
didelis PJ uzsidarymas gali sutrikdyti elektrinio impulso sklidimg ir prisidéti
prie aritmijy. Tyrimai taip pat parodé, kad C galas yra biitinas Cx43 jautrumui
pH,, 0 jos paSalinimas ar tam tikry aminortigS¢iy pakeitimas §j jautruma reiks-
mingai sumazina [62—65]. Manoma, kad Cx43 kanaly uzsidaryma rugstingje
terpéje lemia tiek tiesioginé H* sgveika su Cx43 C galu, tiek netiesioginis
poveikis per padidéjusig vidulgsteliniy Ca** jony koncentracija.

Padidéjusi vidulgsteliné Ca** koncentracija skatina PJ kanaly uzsidaryma
— tai svarbus apsauginis mechanizmas, ribojantis pazaidos plitimg ] gretimas
lasteles. Sis reiskinys ypa¢ svarbus audiniy pazaidos metu, kai Ca2* pateki-
mas ] suzalotg Iastele sukelia PJ uzsidaryma ir apsaugo aplinkines Igsteles nuo
depoliarizacijos bei metabolity netekimo. Ca** poveikis PJTR nustatytas jvai-
riuose audiniuose, o jo efektyvumas priklauso nuo Iastelés tipo ir koneksino
izoformos. Manoma, kad Ca*" poveikis PJ kanalams gali biiti perduodamas
per kalmoduling, kuris, prisijunges Ca**, keicia konformacijg ir saveikauja su
koneksinais [66—69]. Be Ca**, PJ funkcija gali moduliuoti ir kiti dvivalenciai
katijonai, ypa¢ Mg?*. Eksperimentiniai duomenys rodo, kad padidéjusi vidu-
lasteline Mg** koncentracija maZina PJ laiduma, o sumaZzéjusi — didina. Mg**
koncentracija reikSmingai kinta tokiy patologijy atvejais, kaip iSemija, hipok-
sija ar neurodegeneracings ligos, todél gali prisidéti prie PJTR sutrikimy. Taip
pat nustatyta, kad Cx36 kanalai yra jautris Mg?" koncentracijai ir gali buti
tiesiogiai pralaidiis Siam jonui [70-73].

Koneksiny potransliacinés modifikacijos yra labai svarbios PJ laidumo
reguliacijai. Koneksinai daugiausia skiriasi savo C galo ilgiu, kur yra dau-
gybe fosforilinimo viety [20,74]. Cx fosforilinimas yra vienas pagrindiniy
puskanaliy ir PJ kanaly ekspresijos ir funkcijos reguliatoriy. Fosforilinimas
buvo nustatytas daugelyje koneksiny: Cx26, Cx31, Cx32, Cx36, Cx37, Cx43,
Cx45, Cx46 ir Cx50 (1 lentele). Daugumoje koneksiny fosforilinimas vyksta
C gale, iSskyrus Cx26, kuris néra fosforilinamas dél per trumpos C-galo se-
kos. Masiy spektrometrijos tyrimai parodé kelias galimas Cx26 fosforilinimo
vietas N gale, kurios yra skirtingai reguliuojamos hidroksilinimo biidu, taip
pat nustatytos galimos vietos citoplazmingje kilpoje, nors Siy Cx26 fosfo-
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rilinimo viety funkcijos dar néra zinomos. Yra duomeny apie tarplastelinés
kilpos fosforilinimg Cx56 ir Cx35, bet kitiems koneksinams tai nebiidinga.
Koneksiny C galui yra biidingi netvarkingi baltymy regionai, turintys didel}
serino, treonino ir tirozino kiekj, kaip aprasyta Cx32, Cx40, Cx43, Cx45 ir
Cx50 atvejais [20,75].

1 lentelé. Koneksiny potransliacinés modifikacijos ir jy poveikis laidumui ir
ekspresijai [20]

Koneksinas Liekana Pntit(:‘(;liril'isli?cci}?)ess laitflilmas Ekspresija
Cx26 Ml /I%I 15 élg/iglz 1/ 12%(0 13 1/ 6Kl 05/ Acetilinimas ND ND
N14/N113/N170/N176 Hidroksilinimas ND ND
E42/E47/E114 Karboksilinimas ND ND
K61/R75/ K221/K223 Metilinimas ND ND
T123/T1 183/T1 .
(Y233 z/rbaggsgzi{)a 3%0) Fosforilinimas ND ND
Cx31 263 CKl1 Nekinta Nekinta
261 CKl1 Nekinta Nekinta
Cx32 S229 PKC o 1]
S233 PKC/PKA i 1]
S240 ND ND ND
Y7, Y243 EGF tirozino ND ND
kinazé
Cx35/ S110 PKA/PKG Nekinta 1
Cx36 $276/293 PKA/PKG Nekinta 1
S289 PKG ND 1
Cx37 S275/S285/ S302/S319/S321/
$325/3329 PRC ! !
Cx43 S5 ND ND ND
K144 SUMO 1 1
K237 SUMO 1 1
S244 CAMKII ND ND
Y247 Src l l
CAMKII ND ND
S255 P34cdc2 l 1
MAPK Nekinta/| | Nekinta
S257 PKG/CAMKII ND ND
P34cdc2 l 1
S262 MAPK l }/Nekinta
PKCe l 1
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1 lentelés tesinys

. . Potransliacinés PJ .
Koneksinas Liekana modifikacijos laidumas Ekspresija
Cx43 Y265 Src 1 l
C271 Nitrozilinimas i Nekinta
MAPK |/Nekinta
S279 CDK5 ! |
MAPK 1 |/Nekinta
S282 CDKS | |
S296 CAMKII ND Nekinta
S297 CAMKII/ PKCe ND Nekinta
S306 CAMKII ! !
S314 CAMKII ND ND
CAMKII ND ND
2
S325 K1 : :
CAMKII ND ND
S328 CK1 : :
CAMKII ND ND
S330 CK1 ; ;
CAMKII ND ND
S364 PKA : :
CAMKII ND ND
S365 PKA 1 1
PKC 1 l
PKCa 1 1
S368 PKCs | |
CAMKII ND ND
S369 PKA i Nekinta
PKC 1 1
CAMKII ND ND
2
S37 PKC 1 |
Akt 1 1
CAMKII ND ND
S373 PKC 1 |
PKA 1 1
Cx45 S326/Y337/S381/S382/S384/
$385/5387/5393 CAMKIL ND ND
S326/S382/S384/S387/S393 CK1 ND ND
Cx46 S118 PKC ND l
Cx50 S363 CK1 1 1

Pastaba: ND — néra duomeny, 1 — didé¢ja, | — mazéja.
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Koneksiny baltymy fosforilinimas keliose vietose yra zinomas kaip proce-
sas, galintis pakeisti koneksiny gyvavimo laika, prisijungimg ir lokalizacija,
o tai taip pat gali turéti jtakos PJ veiklai [75].

Tam tikros cheminés medziagos gali moduliuoti PJ laiduma, tod¢l Sio me-
chanizmo reguliavimas laikomas perspektyviu terapiniu taikiniu. Specifiniy
koneksinams selektyviy slopikliy beveik néra, o dauguma zinomy junginiy
taip pat moduliuoja kitus jony kanalus bei receptorius. Tarp pla¢iausiai nau-
dojamy PJ slopikliy yra karbenoksolonas, kuris efektyviai slopina Cx43 ir
gali veikti puskanalius, taciau taip pat veikia Ca*" kanalus ir kitus recepto-
rius [76]. Meflokinas pasizymi santykiniu selektyvumu neuroniniams konek-
sinams, i§ kuriy pagrindiniai yra Cx36 ir Cx45, taciau didesnémis koncen-
tracijomis slopina ir Cx43 [77-79]. Heptanolis ir oktanolis yra klasikiniai,
taCiau visiskai neselektyviis PJ slopikliai [80,81]. Fenamatai (pvz., flufena-
mo ir niflumo riigstis) taip pat greitai ir grjztamai slopina visy koneksiny PJ,
taCiau veikia ir daugelj kity kanaly [82,83]. Atsizvelgiant i ribotag cheminiy
PJ moduliatoriy selektyvuma, vis daugiau démesio skiriama natiiraliems jun-
giniams, galintiems moduliuoti PJ laiduma, o ypac perspektyviais laikomi
tie, kurie selektyviai veikia tam tikras koneksiny izoformas. Sparc¢iai daugéja
moksliniy duomeny, kad specifiniai peptidai gali moduliuoti PJTR: antiarit-
miniai peptidai gerina PJ laiduma, o tokie peptidai kaip angiotenzinas bei 1§
ekstralgsteliniy kilpy kilusios sekos blogina PJTR. Be to, peptidiniai hormo-
nai, tokie kaip angiotenzinas II ir endotelinas-1, gali veikti koneksiny ekspre-
sija, taip darydami jtakg PJTR [84].

1.6. Augalinés kilmés PJTR moduliatoriy paieSka

Augalinés kilmés PJTR moduliatoriai daznai pranasesni uz sintetinius, nes
ju kompleksiné sudétis leidzia veikti keliais signaliniais keliais ir moduliuoti
skirtingus koneksinus, o maZesnis citotoksiSkumas bei papildomas antioksi-
dacinis ir/ar prieSuzdegiminis poveikis dar labiau sustiprina PJTR regulia-
cija, todel jie yra saugesni ir universalesni eksperimentuose bei potencialiai
terapiniuose tyrimuose. BiologiSkai aktyviis augalinés kilmés junginiai gali
apsaugoti ir moduliuoti Igstelése vykstanc¢ius procesus, taciau jy poveikis pri-
klauso nuo koncentracijos ir lasteliy tipo bei ne visada yra palankus. Daugelis
polifenoliais ir karotenoidais turtingy ekstrakty pasizymi antioksidaciniu po-
veikiu, jie mazina ROS kiek]j, skatina antioksidaciniy geny ekspresija ir gali
apsaugoti Igsteles nuo oksidacinio streso bei DNR paZaidos [85,86].

Eteriniai aliejai yra kompleksinés medziagos, turincios antioksidaciniy,
prieSuzdegiminiy ir antimikrobiniy savybiy, kurios gali turéti jtakos Igsteliy
funkcinéms savybéms [87,88]. Irodyta, kad i$ natiiraliy produkty kile terpe-
noidai slopina navikiniy Igsteliy augimg [89]. Kiti tyrimai rodo, kad PJTR

24



pagerinimas taip pat gali turéti navika slopinantj poveikj [38]. NEO yra suda-
rytas i§ jvairiy terpeny, tokiy kaip o tujenas, o pinenas, 3 pinenas, sabinenas,
d limonenas, o kopaenas ir kt. [90]. Sie junginiai yra atsakingi uz muskato
unikaly aromatg ir savybes. Muskato eterinis aliejus pasizymi mazu citotok-
siSkumu normalioms inksty epitelinéms Vero Igsteléms, taciau turi antiparazi-
tinj poveikj Toxoplasma gondii [91]. Sis eterinis aliejus pasiZymi citotoksiniu
veikimu prie§ kriities naviko T47D [92], kolorektalinio naviko HCT116 ir
kriities naviko MCF-7 lagsteles [93], o tai rodo, kad muskato eterinis alie-
jus veikia selektyviai. Duomeny apie Sio eterinio aliejaus poveikj PJTR Siuo
metu truksta.

Juodyjy aronijy ekstraktai yra turtingi fenoliniais junginiais ir antociani-
nais, kurie lemia jy stipry antioksidacinj ir antiproliferacinj poveikj jvairioms
navikiniy lgsteliy linijjoms, jskaitant kriities ir kolorektalinio naviko lasteles
[94,95]. Juodyjy aronijy ekstrakto jterpimas | mezoporines silicio matricas
sustiprina jo antioksidacinj, antibakterinj ir antiproliferacinj poveikj melano-
mos lgsteléms, tuo paciu pasizymint mazesniu toksiSkumu normalioms ke-
ratinocity lasteléms [96]. Juodyjy aronijy ekstraktuose esantis antocianinas
cianidino-3-O-galaktozidas pasiZymi stipriu geb&jimu neutralizuoti laisvuo-
sius radikalus ir turi imunomoduliacinj poveikj, kuris gali padéti apsaugoti
lasteles nuo oksidacinés pazaidos [97]. Tiesioginiy jrodymy, kad aronijy eks-
traktai veikia PJTR literatiiroje néra.

Spanguoliy ekstraktai yra turtingi polifenoliniais junginiais, jskaitant pro-
antocianidinus, flavonoidus, antocianinus ir ursolio riigsti, kurie laikomi pa-
grindiniais bioaktyviais komponentais, atsakingais uz jy antioksidacines ir
prieSnavikines savybes [98]. Epidemiologiniy tyrimy duomenys rodo, kad mi-
tyba, turtinga vaisiais ir darZovémis, yra siejama su geresne pacienty prog-
noze sergant jvairiy tipy navikais, o §j poveikj i§ dalies lemia fitocheminés
medziagos, veikiancios navikiniy lgsteliy zuties ir proliferacijos kelius [99].
In vitro tyrimai rodo, kad daugelis spanguoliy ekstrakto frakcijy reikSmingai
slopina jvairiy naviko lasteliy linijy gyvybinguma ir proliferacijg [100]. Ypac
efektyvis yra proantocianidinais ir ursolio riigStimi turtingi ekstraktai, kurie
mazina lasteliy augima ir metabolin} aktyvuma, dazniausiai veikdami kon-
centracijomis nuo keliy iki keliy deSim¢iy pg/ml, priklausomai nuo Igsteliy
tipo [101]. Be to, nustatyta, kad spanguoliy ekstraktai slopina ornitino dekar-
boksilazés aktyvuma ir pasiZymi prieSnavikiniu poveikiu in vitro modeliuose,
nors $iy poveikiy molekuliniai mechanizmai dar néra iki galo iSaiskinti [102].
Spanguoliy ekstraktai gali slopinti MCF-7 lasteliy proliferacija ir sukelti 1as-
teliy ciklo sustabdyma [103]. DU145 Zmogaus prostatos adenokarcinomos
lastelese spanguoliy ekstraktas sukelia apoptoze per kaspazés-8 aktyvuojama
Bid baltymo skaidyma ir vélesnj citochromo C iSsiskyrimg i§ mitochondrijy
[104]. Taip pat nustatyta, kad ekstraktai gali sukelti lasteliy ziit] priklausomai
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nuo koncentracijos ir lasteliy tipo, daznai dalyvaujant PI3K/Akt/mTOR
signaliniam keliui [105]. Be to, yra Zinoma, kad spanguoliy ekstraktai slopi-
na navikiniy lasteliy adhezija, migracijg ir kolonijy formavima, o §is poveikis
daZnai siejamas su matrikso metaloproteaziy aktyvumo sumazéjimu [106].

Be poveikio proliferacijai ir lgsteliy gyvybingumui, spanguoliy ekstraktai
moduliuoja ir kitus lgstelinius procesus. Jy polifenolinés frakcijos gali mazin-
ti ROS kiekj, lipidy peroksidacijg ir didinti glutationo koncentracija, taip re-
guliuodamos oksidacinj stresg [107—109]. Taciau Siuo metu literatiiroje néra
duomeny apie spanguoliy ekstrakty tiesioginj poveikj PJTR.

Vienas i$ biologiskai aktyviy spanguoliy ekstrakty komponenty yra resve-
ratrolis. Nors didziausi resveratrolio kiekiai aptinkami vynuogése ir raudona-
jame vyne, mokslin¢je literattiroje spanguolés taip pat apraSomos, kaip reiks-
mingas §io polifenolio $altinis [110]. Resveratrolis yra biologisSkai aktyvus
fenolinis junginys, priklausantis stilbenoidiniy polifenoliy grupei, kurio mo-
lekuling struktiirg sudaro du fenolio Ziedai, sujungti etileno tilteliu. Gamtoje
jis aptinkamas dviejy izomeriniy formy, cis ir trans pavidalu, taciau biitent
trans-resveratrolis laikomas biologiskai aktyviausia forma [111]. Sis jungi-
nys yra placiai zinomas dé¢l jvairiapusio biologinio veikimo, jskaitant antiok-
sidacinj [112], kardioprotekcinj [113], neuroprotekcinj [114], prieSuzdegimi-
nj [115], sen¢jimg létinant] [116] ir kitus poveikius. Resveratrolis siejamas
su lasteliy ciklo slopinimu, diferenciacijos skatinimu ir apoptozés sukélimu
navikinése lgstelése [117—-119]. Kai kuriuose vaistiniuose augaluose resvera-
trolis veikia kaip fitoaleksinas ir atlicka apsauging funkcija — jo sintezé su-
aktyveja augalui patiriant stresg, pavyzdziui, mechaninius pazeidimus, UV
spinduliuotés poveiki ar grybelines infekcijas [120,121].

Vienas i§ svarbiausiy resveratrolio vaidmeny — antioksidacinis aktyvumas.
Nustatyta, kad jis tiesiogiai neutralizuoja reaktyvigsias deguonies ir azoto for-
mas, jskaitant hidroksilo radikalus ir peroksinitritg [122], taip apsaugodamas
lasteliy makromolekules, ypa¢ DNR, nuo oksidacinés pazaidos, kuri siejama
su navikiniy procesy vystymusi. Be tiesioginio radikaly suriSimo, resveratro-
lis pasiZymi ir netiesioginiu poveikiu — jis moduliuoja antioksidaciniy fer-
menty ekspresijg ir slopina fermenty, dalyvaujanciy ROS generacijoje, tokiy
kaip ksantino oksidazé, aktyvuma [123].

Resveratrolis sukelia apoptoze daugelyje navikiniy lasteliy tipy, daugiau-
sia per mitochondrijy, su naviko baltymu p53 susijusius ir redoksui jautrius
signalinius kelius, daznai nepaveikdamas normaliy lgsteliy [124]. Jis padidi-
na p53 ir jo taikiniy ekspresija, sustabdo S arba G0O/G1 Iastelés ciklo faze, taip
sukeldamas apoptoz¢ kolorektalinio, plauciy, melanomos, skrandzio ir kri-
ties naviko Igstelése. Resveratrolis skatina citochromo c i$siskyrima, apopto-
somos susidaryma, kaspazés-3 aktyvacija ir ADP-ribozés polimerazés skili-
ma kriities, kiauSidziy, chondrosarkomos bei kity naviko tipy lastelése [125].

26



Resveratrolis padidina ROS kiekj ir endoplazminio tinklo stresa, aktyvina
p38, MAPK ir C/EBP homologinj baltyma, kurie sukelia apoptoz¢ melano-
mos, kiauSidziy ir kity naviko tipy lastelése [126]. Nustatyta, kad resveratrolis
tiesiogiai jungiasi prie mitochondrijy iSorinés membranos baltymo VDACI
ir skatina jo oligomerizacijg [127]. Resveratrolis moduliuoja proapoptotines
mikroRNR ir slopina riebaly riig§ciy sintaze, taip sumazindamas proliferacija
ir gyvybinguma jvairiuose kriities naviko tipuose [117].

Resveratrolis stipriai veikia PJTR, kuris yra svarbus audiniy homeostazes
ir naviky vystymosi procesuose. Dauguma in vitro tyrimy rodo, kad esant
mazoms arba vidutinéms mikromolinéms resveratrolio koncentracijoms, jis
pagerina arba palaiko PJTR, tuo tarpu didelés koncentracijos ir tam tikros s3-
lygos ji slopina. Ziurkiy kepeny epitelio lastelése WB-F344 17-50 uM resve-
ratrolio pagerino PJTR ir panaikino naviko promotoriy TPA ir DDT sukelta
PJTR slopinimag [129]. Resveratrolis apsaugo PJTR nuo neigiamo galio rugs-
ties sukelto poveikio [130]. HaCaT keratinocituose ir tinklainés pigmentinio
epitelio Igstelése resveratrolis uzkirto kelig oksidacinio streso ar hiperglike-
mijos sukeltam PJTR praradimui ir iSsaugojo Cx43 ekspresija bei tarplaste-
linj ry$j [131,132]. Peliy s¢klidziy Leydig TM3 lastelése mazos 5-10 uM
resveratrolio koncentracijos stimuliavo PJTR, o 100 uM sukeélé oksidacinj
stresg ir mazino PJTR [133]. Resveratrolis padidino Cx26 ir Cx43 ekspresija
bei pagerino PJTR hepatomos lastelése [134] ir padidino Cx43 ekspresija me-
lanomos lastelése [12]. HepG2 kepeny naviko lastelése resveratrolis stipriai
pagerino PJTR, o tai prisidéjo prie jo antiproliferacinio poveikio [135].

Apibendrinant, resveratrolio PJTR moduliavimas priklauso nuo konteks-
to ir koncentracijos. Dazniausiai jis pagerina arba palaiko tarplastelinj rysj
ir koneksiny funkcija, ypac¢ oksidacinio streso saglygomis, taip prisidédamas
prie chemoprevencinio poveikio. Biitina pabrézti, kad visi iki Siol atlikti
resveratrolio ir tarplastelinio rySio tyrimai yra netiesioginiai, t.y. tirlami dazo
sklidimo per zaizdg metodu, kuris néra toks tikslus kaip tiesioginiai elektrofi-
ziologiniai matavimai dvigubu visos lgstelés fiksuotos jtampos metodu.
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2. TYRIMU METODAI

2.1. Lasteliy linijos ir auginimo salygos

Eksperimentai buvo atliekami su Zmogaus gimdos kaklelio navikinémis
lastelemis HeLa (ATCC CCL2), stabiliai transfekuotomis pelés arba ziur-
kés laukinio tipo Cx45 ir Cx43 arba paZymétu zaliu fluorescuojanciu bal-
tymu (EGFP) ir Novikoft ziurkés hepatomos lagstelémis, ekspresuojancio-
mis endogeninj Cx43. Sias lasteliy linijas suteiké velionis dr. F. Bukauskas
(Albert Einstein College of Medicine, Niujorkas, JAV). Lastelés buvo au-
ginamos DMEM terpé¢je, papildytoje 10 % fetaliniu verselio serumu (FBS)
ir 100 U/ml penicilino/100 pg/ml streptomicino miSiniu (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Vokietija). DLD-1 ir HCT116 kolorektalinés karcinomos laste-
lés (ATCC CCL221 ir CCL247) buvo auginamos RPMI terpé¢je, papildytoje
10 % FBS ir 100 U/ml penicilino/100 pg/ml streptomicino miSiniu. Visos
lasteliy linijos buvo kultivuojamos 37 °C temperatiiroje drégnoje aplin-
koje su 5 % CO,. SpE ir ArE buvo istirpinti RPMI terpéje ir ifiltruoti per
0,22 pum sterily filtra. NEO buvo tirpinamas DMSO, o jo poveikis tirtas
skiedimo faktoriais (s.f.) 1x10°%, 1x10% 1x10%ir 1x10%, kurie atitinka 794,
79,4, 7,94 ir 0,794 pg/ml koncentracijas. trans-resveratrolio (kat. nr. R5010)
pradinis tirpalas buvo paruostas DMSO (100 mM). Nustatyta, kad tirpiklis
tiriamiesiems rodikliams poveikio neturéjo. Visi reagentai jsigyti i§ Sigma-
Aldrich, nebent nurodyta kitaip.

2.2. NEO paruoSimas

NEO isskyrimg ir jo sudéties tyrimus atliko LSMU Farmacijos fakulteto
Vaisty technologijos ir socialinés farmacijos katedros tyré¢jai. NEO buvo is-
gautas i§ Myristica fragrans sékly, surinkty Grenadoje birzelio — rugpjticio
meénesiais. Eterinis aliejus buvo iSgautas hidrodistiliacijos metodu, naudo-
jant modifikuoto Clevenger tipo aparatg. Muskato rieSuto milteliy, distiliuoto
vandens ir magnio aliuminiometasilikato santykis 5:100:1 buvo pasirinktas
optimalioms ekstrakcijos iSeigos ir junginiy identifikavimo sglygoms uztik-
rinti. MiSinys buvo kaitinamas apvaliadugnéje kolboje 120 °C temperatiiroje
glicerolio voneléje. Hidrodistiliacija vykdyta 4 valandas, po kurios surinktas
bespalvis eterinis aliejus. Aliejus iki naudojimo buvo laikomas sandariame
inde 4 °C temperatiiroje. Atlikus NEO sudéties analize, buvo nustatyti pagrin-
diniai jo komponentai, kurie pateikiami 2 lenteléje.
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2 lentelé. NEO sudétiniai komponentai

Junginys Formulé |Molekuliné masé| % NEO
o pinenas CH, 136 15,1
a tujenas C H, 136 0,93
sabinenas CH, 136 61,4
B pinenas CH, 136 4,32
miristinas C,H,0, 192 2,15
kamfenas C H, 136 0,11
o terpenilo acetatas C,H,0, 196 0,49
y terpinenas C H, 136 0,68
o terpinenas CH, 136 0,94
d limonenas CH, 136 4,2
cis-p-ment-2-en-1-olis C,HO 154 0,37
izoterpinolenas C H, 136 1,18
3,7,7-trimetil-1,3,5- cikloheptatrienas CH, 134 0,33
cis-sabineno hidratas C H, 138 0,3
a-terpinolenas C,H,, 136 0,38
y terpineolis C,H,0 154 0,04
Yy asaronas C, H, 0, 208 1,22
terpinen-4-olis C,HO 154 0,03
v amorfenas C.H,, 204 0,03
o kopaenas C,H, 204 0,01
cis-a bergamotenas CH, 204 0,08
d izogermakrenas CH,, 204 0,01
trans-4-tujanolis C,HO 154 0,01

2.3. Spe ir ArE paruoSimas

Spanguoliy ir aronijy i§spaudy paruosimo ir sudéties tyrimus atliko KTU
Cheminés technologijos fakulteto Maisto mokslo ir technologijos katedros
tyréjai. Tyrimams naudotos Sviezios mechaniSkai iSspaustos juodyjy aronijy
(Aronia melanocarpa L.) i$spaudos, gautos i§ jmonés ,,Obuoliy namai‘ (Kau-
nas, Lietuva), ir Saldytos spanguolés (Vaccinium oxycoccos L.), kurias suteike
imoné ,,Fudo* (Kaunas, Lietuva). Spanguoliy ir aronijy iSspaudos buvo uzsal-
dytos —40 °C temperatiiroje ir liofilizuotos naudojant Sublimator 40 sistema
(Zirbus Technology, Vokietija) esant —50 °C temperatirai ir 0,5 mbar slégiui.
I8dziovintos i§spaudos buvo sumaltos ir nuriebalintos superkritine ekstrakcija
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anglies dvideginiu, naudojant 10 I ekstraktoriy (Applied Separations, JAV).
Véliau méginiai buvo supilstyti j 50 ml talpos ekstrakcines kasetes ir atlikta
pagreitinta ekstrakcija suslégtu etanoliu, naudojant ASE350 (Dionex, JAV)
aparatiirg, taikant 10,3 MPa slégj ir 83 °C temperatirg. Ekstrakcija vykdyta
trimis 15 min. trukmés ciklais. Etanolis 1§ ekstrakto pasalintas rotaciniu ga-
rintuvu, o gautas ekstraktas laikytas —20 °C temperattiroje. Sudétiniai SpE ir
ArE komponentai pateikti 3 lenteléje.

3 lentelé. ISspaudy ekstrakty sudétiniai komponentai

Junginys Formulé | Molekuliné masé| SpE | ArE
Obuoliy rugstis C,H,O, 133 + -
Chininé ragstis CH, O, 191 + +
Citriny riigstis CH,0, 191 +

Procianidinas B3 C,H,,0,, 577 + -
Chlorogeniné ruigstis CH,.O, 353 + -
Katechinas C,H 0, 290 + -
Miricetino galaktozidas C,H,0,, 479 + -
Kvercetino pentozidas C,H,.0, 433 + -
Kvercetino heksozidas C,H,0, 463 +
Kvercetino diheksozidas C,,H,,0,, 625 - +
Kumaroilo heksozidas C,H,,0, 431 + -
Sorbitolis CH, O, 181 - +
Dideoksisacharozé C,H, 0, 309 - +
1-kafeoilchino riigstis C,H,.0, 353 — +
3-kafeoilchino rugstis CH.O, 353 - +
5-kafeoilchino rugstis C,H,.0, 353 — +
Liuteolino darinys C,H,.0, 417 - +
Rutinas C,,H,,0,, 609 - +
Hiperozidas C,H,0, 463 — +

2.4. Kiekybiné resveratrolio analizé SpE UESC metodu

Kiekybiné resveratrolio analizé SpE atlikta UESC metodu. Naudotas
Acquity H-class (Waters, Milfordas, MA, JAV) skys¢iy chromatografas su
Xevo TQD masiy spektrometru (Waters, Milfordas, MA, JAV). Chroma-
tografiniam skirstymui taikyta YMC Triart C18 (100 A, 1,9 um 100 x 2,0
mm) (YMC, Kiotas, Japonija) kolon¢lé su prieSkolonéle. Kolonéle laikoma
termostate, kuriame palaikoma pastovi 40 °C temperatira. Metodikos mobi-
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li faz¢ sudaryta eliuento A (0,1 % vandeninis skruzdziy rigsties tirpalas) ir
eliuento B (acetonitrilas). Pradinés eliucijos salygos: 0—1 min. 95 % A (5 %
B); 1-5 min. nuo 95 % iki 70 % A; 5—7 min. nuo 70 % iki 50 % A; 7-8 min.
iSlaikoma 0 % A tirpiklio; nuo 8,1 min. griZztama ] pradines salygas. Bendra
gradientinés eliucijos trukmé 10 min., eliuento t€ékmés greitis 0,5 ml/min.,
injekcijos turis 1 ul. Masiy spektrometro parametrai: neigiama elektropurks-
tuviné jonizacija, kapiliaro jtampa 2500 V, jony Saltinio temperatura 150 °C,
eliuento iSgarinimo temperatiira 500 °C, eliuento iSgarinimo dujy tékmes
greiti 800 1/val. Fenoliniy junginiy smailés buvo analizuojamos MRM rezi-
mu. Kiekybinis resveratrolio jvertinimas atliktas remiantis analités smailés
ploto priklausomybe nuo jos koncentracijos tiriamajame tirpale pagal suda-
ryta kalibracijos lygti.

2.5. Molekulinis modeliavimas

Zmogaus hCx43 struktiira (PDB ID 7F94) [136], turinti 1164V mutacija,
buvo pridéta naudojant ChimeraX programine jrangg (v. 1.6.1) [137], ir pri-
taikyta, kad atspindéty ziurkés Cx43 (rCx43) struktiirg molekulinio dokini-
mo tikslais. Gautas Cx43 modelis buvo patvirtintas naudojant ProSA [138] ir
Procheck (v. 3.5.4) [139]. Pelés Cx45 (mCx45) struktiira buvo modeliuojama
naudojant AlphaFold 2 ir patvirtinta vidinés validacijos balu [140]. Trimatis
resveratrolio molekulinis modelis buvo gautas i§ PubChem duomeny bazés
[141]. Naudojant Smina dokinimo programing jrangg [142] kartu su pritaiky-
ta Vina vertinimo funkcija [143], buvo atliktas molekulinis dokinimas. Sie-
kiant iSvengti simetriniy dokinimo konformacijy iSdéstymo kaimyniniuose
subvienetuose, dokingo rezimas buvo sukonfigtiruotas taip, kad apimty du
gretimus Cx43 puskanalio subvienetus. Atsitiktinis pradmens skai¢ius buvo
nuosekliai nustatytas kaip 1. Buvo uzregistruotos devynios palankiausios do-
kinimo konformacijos. Dvimatés dokinimo vizualizacijos buvo sukurtos nau-
dojant LigPlot+ (v. 2.2.9) programing jrangg [144].

2.6. Elektrofiziologiniai matavimai

Elektrofiziologiniams matavimams atlikti, ant objektiniy stikleliy iSaugin-
tos lastelés buvo perkeltos j eksperimenting kamerg su nuolatine perfuzija,
sumontuotg ant invertuoto mikroskopo Olympus IX81 (Olympus Europa
holding Gmbh, Hamburgas, Vokietija) platformos, jrengtos Orca-R2 ausina-
ma skaitmenine kamera (Hamamatsu Photonics K.K., Japonija). PJ laidumas
tarp gretimy lasteliy buvo matuojamas naudojant dvigubg visos lgstelés fik-
suotos jtampos metoda (angl. patch-clamp) [61]. Lasteliy poros Igstele 1 ir
lastelé 2 buvo nepriklausomai fiksuojamos jtampa naudojant fiksuotos jtam-
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pos stiprintuvg MultiClamp 700B (Molecular Devices, Inc., JAV) tuo paciu
laikymo potencialu V| = V.. [tampa ir srove buvo registruojamos naudojant
Digidata 1440A duomeny surinkimo sistemg (Molecular Devices, Inc., JAV),
surinktos bei analizuotos naudojant pClamp 10 programing jranga (Molecu-
lar Devices, Inc., JAV). Keiciant jtampg lgsteleje 1 (AV)), o kitoje iSlaikant
pastovig, PJ srové buvo matuojama kaip srovés pokytis Igstel¢je 2, kurioje
jtampa nebuvo keiciama Ij = AL Taigi g buvo gautas i8 santykio —Ij/AV , kur
AV yra lygus jungties jtampai (V]), o neigiamas Zenklas rodo, kad jungties
srove, iSmatuota lasteléje 2, yra prieSinga nei iSmatuota lasteléje 1. Siekiant
sumazinti elektrodo vidaus varzos jtaka g matavimams, pipetes pasipriesi-
nimas buvo i$laikytas zemiau 3 MQ. Mikroelektrodai buvo gaminami i§ bo-
rosilikatinio kapiliarinio vamzdelio. Eksperimentai buvo atliekami kambario
temperatiiroje modifikuotame Krebs-Ringer tirpale (mM): NaCl, 140; KCI,
4; CaCl,, 2; MgCl,, 1; gliukoze, 5; natrio piruvatas, 2; HEPES, 5 (pH 7,4).
Registruojanciosios pipetés buvo pripildytos fiziologiniu tirpalu, kurio su-
detis (mM): KCl, 130; natrio aspartatas, 10; MgATP, 1; MgCl,, 1; CaCl,
0,2; EGTA, 2; HEPES, 5 (pH = 7,3). Prie$ matuojant pradinj g lastelés, ku-
rios buvo inkubuojamos su tiriamaisiais tirpalais 24 valandas, perfuzuojamos
30 minuciy kontroliniu tirpalu.

2.7. Tékmés citometrija

Pradiniame etape 5x10* lasteliy buvo uzsétos pilnoje terpéje 12-os Su-
linéliy plokstelése. Lastelés buvo paveiktos tiriamosiomis medziagomis
24 val., tada du kartus nuplautos PBS, tripsinizuotos ir surinktos centrifuga-
vimo budu. Véliau lastelés buvo inkubuojamos su Guava Nexin® Reagent
(Millipore, JAV) 20 min. kambario temperatiiroje, laikantis gamintojo ins-
trukcijy. Méginiai buvo analizuojami Guava® easyCyte™ HT tékmés cito-
metru (Millipore, JAV), o duomenys apdoroti GuavaSoft 2.2.3 InCyte prog-
ramine jranga.

2.8. Lasteliy koloniju formavimo testas

1x10? 1asteliy/ml buvo uzsétos 12-os Sulinéliy plokstelése. Lastelés buvo
apdorotos NEO (5 d.), SpE ir ArE bei resveratroliu (7 d.). Kolonijos buvo
fiksuotos 4 % paraformaldehido tirpalu ir nudazytos 0,5 % kristalo violeto
tirpalu. Méginiai buvo vaizdinami naudojant Syngene G:Box (Kembridzas,
Jungtiné Karalysté) ir analizuojami GeneTools analizavimo programine jran-

ga.
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2.9. Imunoblotingas

Lastelés buvo lizuojamos lediniame lasteliy ekstrahavimo buferyje (In-
vitrogen, JAV), papildytame 1 mM PMSF (Abcam, Kembridzas, Jungti-
né¢ Karalysté), 20 pl/ml proteazés inhibitoriy kokteiliu ir 10 pl/ml fosfata-
z¢s inhibitoriy kokteiliu (abu i§ Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija) 30
min. Lizatai buvo centrifuguojami 13000 rpm 10 min. 4 °C temperatiiroje.
Bendro baltymo koncentracija buvo nustatyta naudojant Qubit® baltymy
tyrimo rinkinj ir Qubit 3.0 fluorometra (Invitrogen, JAV). Baltymai buvo
i$skirstyti naudojant Bolt™ 4-12 % Bis-Tris plus gelj (Invitrogen, JAV) ir
perkelti ant PVDF membrany (Millipore, JAV). Membranos buvo inkubuo-
jamos 1 valandg su pirminiais antikiinais (prie§ Cx45 (40-7000; Invitrogen,
JAV), prie§ Cx43 (C6219; Sigma-Aldrich, Steinheim, Vokietija), prie§ fos-
fo-Cx43 (S368) (PA5-118544; Invitrogen, JAV), prie§ fosfo-Cx43 (S282)
(PA5—-64641; Invitrogen, JAV), pries fosfo-Cx43 (S279) (PA5-64640; Invi-
trogen, JAV), pries§ fosfo-Cx43 (S373) (PA5-64670; Invitrogen, JAV), pries
ERK1/2 (MAS5-15134; Invitrogen, JAV), pries fosfo-ERK1/2 (MA5-15173;
Invitrogen, JAV) ir prieS GAPDH (AM4300; Invitrogen, JAV)). Baltymai
buvo aptikti naudojant WesternBreeze® chemiluminescencinj rinkinj (In-
vitrogen, JAV) pagal gamintojo instrukcijas. Baltymy juostos vizualizuotos
naudojant G:Box Chemi Gel Documentation sistemg (Syngene, JAV).

2.10. Imunocitochemija

Lastelés buvo auginamos ant steriliy objektiniy stikleliy ir fiksuojamos
4 % paraformaldehidu 15 minu¢iy kambario temperatiroje. Po plovimo
lastelés permeabilizuotos 0,2 % Triton X-100 PBS tirpalu 3 minutes. Tada
méginiai buvo inkubuojami 1 valandg 37 °C temperatiiroje 1 % BSA/PBS
tirpale su $iais pirminiais antik@inais: triusio prie§ Cx43 1:50 (C6219; Sigma-
Aldrich, Steinheim, Vokietija), pelés prie§ Cx43 1:50 (610061, BD Bioscien-
ces, JAV), triusio prie§ Cx45 1:50 (40-7000; Invitrogen, JAV) ir triusio pries
fosfo-Cx43 (S373) 1:50 (PA5-64670; Invitrogen, JAV). Po plovimo 1 %
BSA/PBS, lastelés buvo inkubuojamos 30 min. 37 °C temperatiiroje tam-
soje su antriniais antikiinais, konjuguotais su skirtingais fluoroforais: asilo
antikiinu prie§ triusio IgG H&L, sujungtu su fluoresceinu; ozkos antikiinu
pries peles IgG H&L, sujungtu su fluoresceinu; asilo antikiinu pries§ triusio
IgG H&L, sujungtu su CyS5 (visi antriniai antikiinai naudoti santykiu 1:125,
Life technologies, Carlsbad, CA, JAV). F aktinas buvo pazymétas 30 min.
inkubuojant Igsteles su Alexa Fluor™ 594 faloidinu (A12381; Invitrogen,
JAV). Stikleliai pritvirtinti naudojant Vectashield Mounting Medium su DAPI
(Vector Laboratories, CA, JAV). Méginiy analiz¢ buvo atlikta naudojant

33



Olympus IX83 invertuotg konfokalinj mikroskopa (Olympus Europa holding
Gmbh, Hamburgas, Vokietija). PJP dydziui jvertinti trimaciai vaizdai buvo
sudaryti registruojant Z-plokStumas kas 0,25 pm intervalais. PJP pavirSiaus
plotas (um?) buvo jvertintas naudojant Fiji/ImageJ 3D Object Counter pro-
graming jrangg, analizuotos maziausiai 3 zonos i§ 3 biologiniy pakartojimy,
kiekvienoje salygoje buvo analizuota ne maziau kaip 100 PJP.

2.11. Gyvy lasteliy vaizdinimas

Gyvos lgsteles buvo vaizdinamos 37 °C temperatiroje, esant 5 % CO,
koncentracijai, naudojant inkubacijos sistemg INUBG2E-ONICS (Tokai Hit,
Shizuoka-ken, Japonija) su inkubatoriumi, sumontuotu ant Olympus [X83
invertuoto konfokalinio mikroskopo (Olympus Europa holding Gmbh, Ham-
burgas, Vokietija) platformos. HeLa lgstelés buvo uzsétos ant plonadugniy
1eksteliy ir laitkomos papildytoje DMEM terpéje. Koneksiny/lizosomy kolo-
kalizacijos tyrimui HeLa Cx45 EGFP ir HeLa Cx43 EGFP Igstelés buvo pa-
zymétos SiR-Lyso dazu 1 valandg pries vaizdinimg. Duomenys buvo jvertinti
1§ 3 biologiniy pakartojimy. Lizosomy/zPJ kiekybinis jvertinimas buvo atlik-
tas analizuojant 20 ZPJ kiekviename pakartojime. Cx45/lizosomy kolokaliza-
cija buvo jvertinta taikant Pearson'o koreliacijos koeficientg analizuojant 20
lasteliy kiekviename pakartojime. Analizé buvo atlikta naudojant Fiji/Image]
kolokalizacijos programing jrangg. Citoskeleto vaizdinimui HeLa WT, HeLa
Cx43, Hela Cx45 ir HeLa Cx43 EGFP lastelés buvo pazymétos SiR-Actin
(F aktinas) ir 4-580CP-LTX (o tubulinas) fluorescenciniais Zymenimis. PJP
internalizacijos ilgalaikio registravimo vaizdai buvo automatiSkai fiksuoja-
mi 10 minuciy intervalais. Trimaciai vaizdai buvo gauti kaip Z-plokStumos
0,51 pm intervalais. Duomenys buvo jvertinti i$ 4 biologiniy pakartojimy.

2.12. LY dazo sklidimo metodas

Metaboliné komunikacija tarp lasteliy buvo tiriama naudojant fluorescen-
cinj zymenj liuciferio geltonajj (Lucifer yellow, LY, 2 mM). LY buvo jve-
damas | donoro Igstele gretimy lasteliy grup¢je per mikropipete, naudojant
visos lastelés jtampos fiksavimo metoda. Daziklio pernasa i kaimynines Ias-
teles buvo analizuojama naudojant fluorescencijos suzadinimo sistema MT10
(Olympus Life Science Europa GmbH, Hamburgas, Vokietija) ir fluorescen-
cijos vaizdinimo sistemag XCELLENCE (Olympus Soft Imaging Solutions
GmbH, Miunchenas, Vokietija).
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2.13. Statistiné duomeny analizé

Pries atliekant statisting analize, duomeny pasiskirstymo normalumas
buvo vertintas taikant Shapiro-Wilko testa. Atsizvelgiant | duomeny pasi-
skirstyma, grupiy palyginimui buvo taikomas dvipusis Stjudento t-testas arba
Mann-Whitney U testas. Parametriniy duomeny rezultatai pateikiami kaip
aritmetiniai vidurkiai + standartiné paklaida (SEM), o neparametriniy — kaip
mediana (25-75 procentiliai). Skirtumai laikyti statistiSkai reik§mingais, kai
p < 0,05. Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant SigmaPlot 12.0 pro-
graming jranga.
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3. REZULTATAI

3.1. NEO poveikio tyrimai

3.1.1. NEO poveikis Cx43 ir Cx45 PJTR

Bendradarbiaujant su prof. J. Bernatonienés vadovaujama tyréjy grupe
(LSMU, Farmacijos fakulteto Vaisty technologijos ir socialinés farmacijos
katedra), buvo pradéti NEO biologinio poveikio tyrimai. Buvo istirtas NEO
poveikis Cx43 PJ laidumui, bei jvertinta Sio poveikio koreliacija su Novikoff
lasteliy gyvybingumu, proliferacija ir kolonijy formavimosi potencialu [90].
Tiesioginiai elektrofiziologiniai matavimai parodé¢ slopinantj NEO poveikj
Cx43 PJ elektriniam laidumui (eksperimentus atliko Lasteliy kultury labora-
torijos kolegos: R.Mickus, V.Raskevi¢ius ir V.A.Skeberdis). Siuos rezultatus
papildomai patvirtinome metabolinio rySio tyrimais, atliktais taikant dazo
sklidimo metoda, t.y., matuojant PJ pralaidumg tam tikros molekulinés masés
ir kriivio medziagai (5 A pav.). Kontrolinémis saglygomis, pra¢jus valandai po
injekcijos j donoring lastele, fluorescuojancio dazo LY (pagal angl. lucifer
yellow; molekuliné mas¢ 443; kriivis —2) pernasa i§ donorinés Igstelés buvo
stebima 14 gretimy lgsteliy. PrieSingai, po 10 min. Novikoff Igsteliy preinku-
bacijos su 1x10° s.f. NEO, LY dazas nesklido ir liko lokalizuotas tik donori-
néje lasteléje (5A pav.).

PJ laidumo slopinimas daznai siejamas su sumaz¢jusia koneksiny ekspre-
sija [38]. IS tikryjy, ilgalaikis PJTR slopinimas gali sumazinti koneksiny PJ
stabilumg ir paskatinti jy degradavima. Vis délto kai kuriais atvejais gali biiti
aktyvuojami kompensaciniai mechanizmai, kuomet PJTR slopinimas sukelia
Cx ekspresijos padidéjima. Kity autoriy duomenys rodo, kad terpenai, kuriy
gausus kiekis buvo nustatytas ir NEO [90], navikinése lastelése gali sukelti
koneksiny ekspresijos pokycius. Pavyzdziui, likopenas ir B-karotenas padi-
dino bendrg Cx43 baltymo ekspresijg ir pagerino tarplgstelinj ry$j KB-1 ir
MCF-7 navikiniy lasteliy linijose [145,146]. Mes atlikome kiekybine Cx43
ekspresijos analize po poveikio NEO (5B,C pav.). Novikoff Igsteles paveikus
24 val. su 1x10° ir 1x10* s.f. NEO, Cx43 baltymo ekspresija atitinkamai su-
mazéjo 30 % ir 36 % (5B,C pav.).
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Fluorescuojancio dazo LY (2 mM) sklidimas tarp endogeninj Cx43 ekspresuojanciy Novi-
koff lasteliy kontrolinése sglygose ir esant NEO (1x10° s.f.) (A). LY buvo jvestas j donori-
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n¢ lastele per ,,patch pipete, o jo kaupimasis kaimyninése lastelése buvo stebimas 1 val.
Tipiniai imunoblotingo vaizdai, rodantys NEO poveikj bendrai Cx43 ekspresijai Novikoff
lastelése (B). NEO poveikio bendrai Cx43 ekspresijai apibendrinimas (C), n = 3. Vidur-
kiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. Pradinis PJ laidumas (D),
iSmatuotas atsitiktinai atrinktose kontrolinése ir NEO paveiktose Novikoff lasteliy porose.
Reiksmiy skirstiniy palyginimui tarp grupiy taikytas Mann-Whitney U kriterijus. Cx43 imu-
nofluorescencija (zalia) kontrolinése (E) ir paveiktose NEO (F) Novikoff Igstelése, bran-
duoliai nudazyti DAPI (mélyna). NEO poveikis Cx45 laidumui (G) HeLa lastelése. NEO
slopinamojo poveikio Cx43 ir Cx45 atsako kreivés (H). * p < 0,05 lyginant su kontrole.

Siekdami jvertinti, ar Cx43 ekspresijos pokyciai siejasi su Cx43 PJ laidu-
mo pokyciais, dvigubu visos lastelés fiksuotos jtampos metodu matavome
Cx43 pradm; PJ laiduma ( g) kontroléje ir lasteles paveikus NEO (1x10° s.f.)
24 val. Si koncentracija buvo pasirinkta tod¢l, kad netur¢jo reikSmingo po-
veikio lasteliy proliferacijai ir gyvybingumui (Z~: skyriuje 3.1.2.). Nustatéme,
kad 1x10° s.f. NEO 1,5 karto sumazino vidutinj Cx43 PJ & (5D pav.). Sie
rezultatai siejasi su Cx43 ekspresijos ir imunocitocheminiais PJ tyrimais. Po
24 val. NEO (1x10* s.f.) poveikio sumazéjo bendra Cx43 baltymo ekspresija
(5B,C pav.). Kadangi bendras Cx43 kiekis neparodo funkciniy membraniniy
puskanaliy ir PJ skaiCiaus, imunofluorescencine mikroskopija bandéme jver-
tinti jy dydj ir kiekj fiksuoty Novikoft Iasteliy pavyzdziuose (SE,F pav.). Ta-
¢iau Siuo metodu nebuvo galima patikimai atskirti ZPJ, puskanaliy ir PJP, nes
jie atrodé labai panasSiai. Nors elektrofiziologiniai ir dazo sklidimo tyrimai
parodé, kad dauguma Novikoff Igsteliy pory gerai komunikuoja tarpusavyje,
imunofluorescenciniuose vaizduose PJP nebuvo aiSkiai matomos. Manoma,
kad taip yra dél difuzinio PJ kanaly pasiskirstymo arba jy panasumo j puska-
naliy sankaupas.

Taip pat siekdami jvertinti ar NEO poveikis priklauso nuo Cx tipo, atliko-
me eksperimentus su HeLa Iastelémis, ekspresuojanciomis egzogeninj Cx45
(5G pav.). Nustatéme, kad NEO slopinamasis poveikis Cx45 yra silpnesnis,
palyginti su jo poveikiu Cx43. NEO poveikio g priklausomybés nuo koncen-
tracijos parodytos 5G ir H pav. ApskaiCiuotas 1C,) Cx43 ir Cx45 PJ g slopi-
nimui buvo atitinkamai 1,36 pg/ml [90] ir 19,7 pg/ml.

3.1.2. NEO poveikis Novikoff Iasteliy gyvybingumui

Geras tarplastelinis rySys dazniausiai laikomas navikus slopinanc¢iu veiks-
niu, taciau yra duomeny, kad tam tikrais atvejais naviko progresavimo metu
vykstant epitelinei-mezenchiminei tranzicijai, padidéjusi koneksiny ekspre-
sija ir atkurtas PJTR siejami su Igsteliy judrumu ir metastazavimu. Prostatos
naviko PC3 ir kruties naviko MCF-7 Iasteliy linijose padidéjusi koneksiny
ekspresija epitelinio-mezenchiminio virsmo metu skatina navikiniy lasteliy
migracija ir metastazavima [55,147]. Atsizvelgiant i tai, vienas i8 tyrimo tiks-
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ly buvo jvertinti, ar PJ slopinimas keicia jy proliferacines savybes, Zinant, kad
Novikoff Igstelés intensyviai proliferuoja nepaisant efektyvaus PJTR. Nusta-
¢ius, kad NEO yra efektyvus Cx43 PJ slopiklis, iStyréme jo poveikj navikiniy
lasteliy proliferacijai, gyvybingumui ir kolonijy formavimo potencialui. Tik
didziausia naudota NEO koncentracija (1x10° s.f.) po 24 ir 48 val. poveikio
sukelé reikSmingus Novikoff Igsteliy proliferacijos ir gyvybingumo poky-
Cius: lasteliy kiekis sumazéjo atitinkamai 81 % ir 83 %, o apoptotiniy Igsteliy
skaicius padidéjo atitinkamai 78 % ir 47 % (6B,C pav.).
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6 pav. NEO poveikis Novikoff lgsteliy proliferacijai, gyvybingumui ir
kolonijy formavimuisi
Tipiniai tékmés citometrijos taskiniai vaizdai (A) rodo lasteliy atsaka j NEO nurodytomis
koncentracijomis po 24 val. poveikio. Negyvos lastelés buvo identifikuojamos naudojant
7-AAD daziklj. NEO poveikio Novikoff lasteliy proliferacijai (B) ir gyvybingumui (C) api-
bendrinimas (n = 9). NEO poveikio (5 d.) lasteliy kolonijy skaiciui ir plotui (D) apibendri-
nimas (n = 9). Tipiniai kolonijy formavimosi vaizdai kontrolinémis salygomis ir lasteles
paveikus NEO nurodytomis koncentracijomis (E). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo
naudojamas Stjudento t-testas. * < 0,05, ** < 0,01, *** < 0,001 lyginant su kontrole.
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Taip pat iStyréme NEO poveikj vienos Novikoff lastelés gebéjimui for-
muoti kolonijas. Sis metodas panaikina galimg tarplastelinés komunikaci-
jos apsaugin] vaidmen] citotoksiniams junginiams dél mazo paséty lasteliy
skaiciaus. Klonogeninis tyrimas pagrjstas vienos lastelés gebéjimu formuoti
identisSky Iasteliy kolonijg ir jvardijamas kaip standartas tiriant navikiniy Igs-
teliy kamieni$kuma [148]. Siuo metodu lastelés buvo veikiamos ilgesnj laika
(5 dienas) nei tékmés citometrijos tyrimuose (24 ir 48 val.). Lyginant su gy-
vybingumo tyrimais (6B,C pav.), lastelés buvo jautresnés mazesniy NEO
koncentracijy poveikiui. Reik§Smingas kolonijy skai¢iaus ir ploto sumazéji-
mas (apie 27 % ir 34 %, atitinkamai) buvo pastebétas jau su NEO 1x10* s.f.,
o kolonijy formavimasis buvo visiskai sustabdytas esant NEO 1x10° s.f.
(6D,E pav.).

Tyrimai su Novikoff Igstelémis nepatvirtino hipotezés, kad blogéjantis
PJTR skatina navikiniy lgsteliy proliferacija. Buvo nustatyta, kad NEO 1x10°
s.f., kuris pilnai slopino PJITR, Novikoff lasteliy proliferacijai ir gyvybingu-
mui poveikio neturéjo. NEO poveikis Igsteléms galéjo biiti kompleksinis, to-
dél papildomai nustatéme vienos i§ pagrindiniy jo sudedamyjy daliy, kuri
taip pat slopino PJTR, poveikj Novikoff Igsteléms. IStyréme o pineno poveikj
Novikoff lgsteliy proliferacijai ir gyvybingumui. Po 100 uM a pineno povei-
kio (48 val.), stebétas ~7 % Novikoft lgsteliy proliferacijos padidéjimas ir Sie
rezultatai atitinka nuostata, kad blogéjantis PJTR skatina lasteliy proliferaci-
ja. Po poveikio 300 ir 500 uM a pinenu nustatytas rySkus Novikoff lgsteliy
proliferacijos sumazéjimas — atitinkamai ~90 ir ~95 %. Novikoff lasteliy gy-
vybingumas po poveikio 100, 300 ir 500 uM o pinenu sumazg¢jo atitinkamai
2,29 ir 50 % (7 pav.).
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7 pav. Pineno poveikis Novikoff lgsteliy proliferacijai ir gyvybingumui
Pineno poveikis lasteliy proliferacijai ir gyvybingumui buvo matuojamas tékmés citometri-
jos metodu po 48 valandy poveikio. Pineno poveikio Novikoff Igsteliy proliferacijai (A) ir
gyvybingumui (B) apibendrinimas (n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudoja-
mas Stjudento t-testas. ** p <0,01; *** p < 0,001 lyginant su kontrole.
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3.2. SpE ir ArE poveikio tyrimai

3.2.1. SpE ir ArE poveikis kolorektalinio naviko lasteliuy
gyvybingumui ir PJTR

Bendradarbiaujant su prof. P.R.Venskutonio vadovaujama tyréjy grupe
(KTU, Cheminés technologijos fakultetas, Maisto mokslo ir technologijos
katedra), tyréme SpE ir ArE poveikj Zmogaus kolorektalinio naviko HCT116
ir DLD-1 Igsteliy linijy gyvybingumui. Sios placiai tyrimuose naudojamos
lasteliy linjjos miisy tyrimams buvo pasirinktos kaip in vitro modeliai, nes
kolorektalinio naviko epitelis yra tiesiogiai veikiamas su maistu gaunamy
bioaktyviy junginiy. Be to, HCT116 ir DLD-1 lgstelés pasizymi skirtingu ge-
notipu, leidzianciu jvertinti SpE ir ArE poveikj skirtingiems kolorektalinio
naviko potipiams. SpE ir ArE Siems tyrimams buvo pasirinkti d¢l didelés bio-
logiskai aktyviy polifenoliy koncentracijos ir skirtingos iy ekstrakty sudéties
[149] (3 lentelg).

Taip pat, tiek spanguolés, tiek aronijos yra placiai vartojamos Zzmogaus mi-
tyboje, todél jy bioaktyviyjy junginiy poveikio tyrimai turi potencialig prak-
ting reikSme. Gauti rezultatai sudaro pagrindg tolimesnei biologiskai aktyviy
augalinés kilmeés junginiy prieSnavikinio potencialo analizei bei jy galimy
veikimo mechanizmy identifikavimui.

SpE poveikis HCT116 ir DLD-1 Iasteliy gyvybingumui ir proliferacijai
buvo matuojamas naudojant t€kmeés citometrijos metoda. SpE (200 ir 1000
pg/ml) nezymiai mazino HCTI116 lasteliy gyvybinguma, o DLD-1 laste-
liy gyvybingumo neveiké. SpE (40-1000 pg/ml) sukele nedidel; (9-17 %)
HCT116 lasteliy proliferacijos sumazéjimg, o DLD-1 lIgsteliy dalijimuisi
reikSmingg poveikj tur¢jo tik 200 pg/ml SpE, kuris paskatino jy proliferacija
apie 22 % (8C pav.).

HCT116 lasteles paveikus didziausia SpE koncentracija (1000 pg/ml),
ju kolonijy plotas Zymiai sumazejo, o kolonijy skai¢ius nekito, tuo tarpu
DLD-1 lasteliy kolonijy skai¢iy mazino visos SpE koncentracijos, o plota
mazino tik 1000 pg/ml SpE (8D,E pav.). [domu tai, kad reikSmingas poveikis
DLD-1 lasteliy kolonijy skai¢iui buvo pasiektas naudojant ir 40, ir 200 pg/
ml SpE, nors Siomis koncentracijomis jis nesukelé jokiy poky¢iy lasteliy gy-
vybingumui, vertintam tékmeés citometrijos metodu (8B pav.). Sie skirtumai
galéjo atsirasti dél pagrindiniy klonogeninio ir tékmés citometrijos tyrimy
skirtumy — mazas paséty lasteliy skaicius bei ilgesnis poveikio laikas.
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8 pav. SpE poveikis HCT116 ir DLD-1 lgsteliy gyvybingumui, proliferacijai
ir kolonijy formavimui

SpE poveikis lasteliy gyvybingumui ir proliferacijai buvo matuojamas tékmés citometrijos
metodu po 24 valandy poveikio. SpE poveikio HCT116 ir DLD-1 lasteliy gyvybingumui (A,
B) ir proliferacijai (C) apibendrinimas (n = 3). SpE poveikio HCT116 (D) ir DLD-1 (E) las-
teliy kolonijy skaiciui ir plotui apibendrinimas. Tipiniai kolonijy susidarymo vaizdai kontro-
linéje grupéje ir su SpE po 7 dieny poveikio pateikti virs kolonijy formavimo diagramy. Vi-
durkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. *#,& p < 0,05 lyginant
su kontrole. * — gyvos lastelés, # — ankstyvoji apoptozé (AA), & — vélyvoji apoptozé (VA).

Toliau buvo istirtas ArE poveikis kolorektalinio naviko lasteliy gyvy-
bingumui. Paveikus lasteles 24 val. 200 ir 1000 pg/ml ArE, stebéjome pa-
did¢jusias ankstyvosios ir vélyvosios apoptozés lasteliy frakcijas abiejose
lasteliy linijose (9A,B pav.). Lasteliy proliferacijos slopinimas po veikimo
1000 pg/mL ArE buvo stebétas abiejose Iasteliy linijose, o 200 ug/mL ma-
zino tik HCT116 lasteliy proliferacija (9C pav.). Inkubacija su 1000 pg/mL
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ArE visiskai sustabdé tiek HCT116, tieck DLD-1 lasteliy kolonijy formavima-
si, 0 mazesnés ArE koncentracijos poveikio nesukele (9D,E pav.).
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9 pav. ArE poveikis HCT116 ir DLD-1 lgsteliy gyvybingumui, proliferacijai
ir kolonijy formavimui

ArE poveikis lasteliy gyvybingumui ir proliferacijai buvo matuojamas tékmés citometrijos
metodu po 24 valandy poveikio. ArE poveikio HCT116 ir DLD-1 lasteliy gyvybingumui (A,
B) ir proliferacijai (C) apibendrinimas (n = 3). ArE poveikio HCT116 (D) ir DLD-1 (E) las-
teliy kolonijy skaiciui ir plotui apibendrinimas. Tipiniai kolonijy susidarymo vaizdai kontro-
linéje grupéje ir su ArE po 7 dieny poveikio pateikti vir§ kolonijy formavimo diagramy. Vi-
durkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. *#,& p < 0,05 lyginant
su kontrole. * — gyvos lastelés, # — ankstyvoji apoptozé (AA), & — vélyvoji apoptozé (VA).

Gauti rezultatai atitinka literatliroje aprasytus duomenis ir rodo, kad eks-
traktai maZina navikiniy lasteliy gyvybinguma bei proliferacija, tikétina, dél
Jju polifenoliais, antocianinais ir kitais bioaktyviais junginiais turtingos sudé-
ties.
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Literattiroje yra duomeny, kad Igstelés, pasizymincios labai mazu koneksi-
ny kiekiu, veikiamos tam tikromis bioaktyviomis medziagomis gali aktyvuoti
konkesiny sinteze ir net formuoti funkcionalias PJ [150,151]. PavyzdZziui, ty-
rimais su MCF-7 lgstelémis nustatyta, kad vynuogiy sékly ekstraktas skatina
Cx43 ekspresija ir PJTR atsiradima, kurio kontrolinémis sglygomis nebuvo
[151]. HCT116 ir DLD-1 Iastelés taip pat pasizymi labai maza Cx43 ekspre-
sija ir neformuoja funcionaliy PJ [153,154], tai patvirtino ir miisy tyrimai (Zr:
zemiau 32 pav.). Imunocitochemin¢ analiz¢ parod¢, kad HCT116 Igstelés tik
retais atvejais formuoja ypatingai mazas PJP (Zr Zemiau 31 pav.). Siekdami
jvertinti galima SpE ir ArE jtaka PJ dydziui ar funkcionalumui (PJ laidumas
nebitinai tiesiogiai priklauso nuo PJP dydzio, nes tik nedidel¢ dalis kanaly,
esan¢iy PJP, biina funkcionaliis) [23], atlikome ilgalaikio (24 val.) poveikio
tyrimus, matuodami Cx43 PJ ,g- Miusy gauti rezultatai parod¢, kad SpE ir
ATE nesukélé reikSmingy pokyc¢iy HCT116 ir DLD-1 g (10 pav.).
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10 pav. Pradinis PJ laidumas, iSmatuotos atsitiktinai atrinktose DLD-1 ir
HCT116 lgsteliy porose
DLD-1 (A) ir HCT116 (B) lasteliy & paveikus jas SpE. DLD-1 (C) ir HCT116 (D) lasteliy
S paveikus jas ArE. ReikSmiy skirstiniy palyginimui tarp grupiy taikytas Mann-Whitney U
kriterijus.
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3.2.2. SpE ir ArE tiesioginis poveikis Cx43 ir Cx45 PJ laidumui

Remiantis pries tai gautais rezultatais nusprendéme, kad tolimesnius tyri-
mus su SpE ir ArE bty tikslinga atlikti su modelinémis HeLa lasteliy lini-
jomis, ekspresuojan¢iomis egzogeninius Cx43 ir Cx45. PrieSingai nei kolo-
rektalinio naviko lastelése, SpE ir ArE pasizyméjo skirtingu poveikiu Cx43
ir Cx45 PJ g;- Nustatéme, kad ArE slopino Cx43 g (11A,B pav.), bet neturé¢jo
itakos Cxd5 laidumui, o SpE stimuliavo Cx45 g (11C D pav.), bet neturéjo
itakos Cx43 laidumui HeLa lastelése.
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11 pav. ArE ir SpE poveikis Cx43 ir Cx45 PJ laidumui
ArE poveikis Cx43 g, HeLa Cx43 (A,B) ir SpE poveikis Cx45 g (C,D) HelLa lastelése,
n = 3. Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05 ly-
ginant su kontrole.
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3.2.3. SpE poveikis HeLa lasteliy egzogeniniy Cx43 ir Cx45 baltymy
ekspresijai, PJP dydZiui ir lasteliy gyvybingumui

Misy rezultatai parodé, kad SpE ir ArE moduliavo PJ laiduma, priklau-
somai nuo koneksino tipo. Atsizvelgiant ] tai, kad, skirtingai nei ArE, SpE
mazomis koncentracijomis stimuliavo Cx45 PJ g, 0 stimuliuojantis biolo-
giSkai aktyviy medziagy poveikis literatiiroje sutinkamas Zymiai reciau, nei
slopinantis, tolimesni tyrimai buvo atlikti buitent su Siuo ekstraktu. Tyréme
SpE poveikij koneksiny ekspresijai ir PJP dydziui.
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12 pav. SpE poveikis Cx43 ir Cx45 baltymy ekspresijai

Tipiniai imunobloto vaizdai, rodantys bendra Cx43 (A) ir Cx45 (B) baltymy lygj kontrol¢je ir
po 24 val. poveikio SpE nurodytomis koncentracijomis. Stulpelinése diagramose pavaizduoti
Cx43 (C) ir Cx45 (D) baltymy kiekio poky¢iai (n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo
naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001 lyginant su kontrole.

Gauti rezultatai parode, kad tik 40 ng/ml SpE sukéle Cx45 ekspresijos pa-
did¢jima, o Cx43 ekspresija reikSmingai didino visos tirtos SpE koncentra-
cijos (12 pav.). PJTR reguliavimas daznai siejamas su Cx ekspresijos ir PJP
dydzio pokyciais [14]. Tarpusavyje PJ g ir PJP dydis yra glaudZiai susijg,
nes PJP dydis atspindi strukttrinj individualiy funkciniy kanaly susitelkima,
kuris gali tiesiogiai lemti elektrinj ir metabolinj rysj. Jprastai stebima stipri
teigiama koreliacija: didesnés PJP, turincios didesnes funkcionaliy Cx kanaly
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sankaupas, lemia didesnj PJ g. Taciau S§is rySys yra sudétingas, nes bendras
laidumas priklauso ne tik nuo PJP dydzio, bet ir nuo kanaly atviros biisenos
tikimybés, ir funkcionaliy kanaly skai¢iaus — muisy ankstesni tyrimai parode,
kad tik nedidelé kanaly, esanciy PJP, dalis yra funkcionaliis [64,65,156,157].
Siekiant nustatyti SpE jtaka Cx43 bei Cx45 PJP dydziui, atlikome PJP vaizdy
analize.
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13 pav. SpE poveikis Cx43 ir Cx45 PJP dydziui HeLa lgstelése

Tipiniai PJP imunofluorescencijos vaizdai tarp HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy kontro-
linémis salygomis ir po 24 valandy SpE poveikio nurodytomis koncentracijomis (A). SpE
poveikio Cx43 (B) ir Cx45 (C) PJP dydziui apibendrinimas. Raudonos horizontalios juostos
rodo vidutines vertes. ReikSmiy skirstiniy palyginimui tarp grupiy taikytas Mann-Whitney
U kriterijus.

Skirtingai nei buvo tikétasi, nei Cx43, nei Cx45 ekspresijos padidéjimas
(12 pav.) ir g stimuliavimas (// pav.) nesukélé PJP dydzio pokyc¢iy HelLa
lastelése (13 pav.).
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Tolimesniais tyrimais mes siekéme iSsiaiskinti, kaip SpE veikia HelLa
lasteliy dalijimasi ir gyvybinguma, priklausomai nuo koneksino ekspresijos
(ekpresuojancios koneksing vs. neekspresuojancios) ir koneksino tipo (Cx43
vs. Cx45).
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14 pav. SpE poveikis HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 Igsteliy
proliferacijai ir gyvybingumui
SpE sukeliami poky¢iai HeLa WT (A), HeLa Cx43 (B) ir HeLa Cx45 (C) lasteliy prolife-
racijai po 24 val. poveikio. SpE poveikis HeLa WT (D), HeLa Cx43 (E) ir HeLa Cx45 (F)
lasteliy gyvybingumui, lyginant su kontrole (n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo
naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 lyginant su kontrole.
AA — ankstyva apoptozé, VA — vélyva apoptozé.

Tyréme SpE poveik; HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy proli-
feracijai ir gyvybingumui tékmes citometrijos metodu ir nustatéme, kad 200
png/ml SpE sulétino HeLLa WT ir HeLa Cx43 lgsteliy proliferacija, o 1000 pg/
ml SpE sumazino visy tirty lasteliy proliferacijag (14A—C pav.). Taciau SpE
neturéjo jtakos nei HeLa WT, nei HeLa Cx43 ar HeLa Cx45 lasteliy gyvybin-
gumui (14D—F pav.).

48



3.2.4. SpE sudedamuyjy daliy tyrimai

Tyrimuose su augaliniais ekstraktais (NEO, ArE ir SpE), tikétina, kad buvo
stebimas keliy junginiy suminis ar sinerginis poveikis lasteliy funkcijoms
(sk. 3.1.1-3.2.3). Keliy atskiry NEO sudedamyjy daliy (o pineno, sabineno,
o kopaeno) analize atliko laboratorijos kolegos [90,158,159]. Siame darbe PJ
laidumo, Cx ekspresijos, lasteliy gyvybingumo ir kiti tyrimai buvo tesiami
su viena 1§ ypac dideliu biologiniu aktyvumu pasizymincia ir SpE sudétyje
esancia bioaktyvigja medziaga — polifenoliu resveratroliu. Resveratrolis pas-
taruoju metu yra itin populiarus tyrimy objektas dél plataus spektro naudingy
biologiniy savybiy, ypa¢ antioksidacinio ir prieSuzdegiminio poveikio, taciau
jo veikimo mechanizmai néra pilnai iStirti.

KTU mokslininkai atliko SpE sudétiniy daliy analize [160] (3 lentel¢),
daugiausia démesio skirdami antocianiny klasés junginiy nustatymui, taip pat
SpE aptinkamos fenolinés ir organinés riigstys bei kt., taciau dalis sudeda-
myjy komponenty liko neidentifikuoti. Tokius rezultatus galéjo lemti tai, kad
ekstrakty sudéties identifikavimas tiesiogiai priklauso nuo taikyto ekstrakci-
jos metodo ir mases spektrometrijos (MS) analizés salygy. Mes papildomai
atlikome UESC analizg (15 pav.) ir nustatéme, kad resveratrolio koncentraci-
ja SpE sieke 309,615 ng/g, o §i reikSmé atitinka literattiroje pateikiamas kity
autoriy nustatytas koncentracijas [161].
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15 pav. Kiekybiné resveratrolio (Rsv) MS analizé SpE

(A) Resveratrolio standartas, sulaikymo laikas 4.33. (B) MS spektras resveratroliui SpE.
Resveratrolio sulaikymo laikas 4.34

Svarbu pabrézti, kad spanguolés néra pagrindinis resveratrolio Saltinis (pa-
lyginti su vynuogémis ar raudonuoju vynu), tod¢l nustatomi kiekiai paprastai
yra ng/g lygmens, o ne pg/g. Nors resveratrolio koncentracija SpE néra di-
del¢, taciau ir nedidelés Sio junginio koncentracijos gali turéti esminj poveikj
Igsteliy savybéms, priklausomai nuo IC, ar EC_, kurias padeda nustatyti mo-
lekulinio modeliavimo tyrimai.
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3.3. Resveratrolio jtaka PJTR ir lasteliy gyvybingumui

3.3.1. Resveratrolio poveikis Cx43 ir Cx45 plySiniy jung€iy laidumui

Resveratrolio poveikiui PJ laidumui jvertinti buvo pasitelktas dvigubas
visos lastelés fiksuotos jtampos metodas. Yra Zinoma, kad resveratrolis gali
moduliuoti PJTR [162]. Svarbu paminéti, kad ankstesni kity autoriy tyrimai
resveratrolio poveikio tarplgstelinio rySio nustatymui apsiribojo molekuli-
niais arba dazo sklidimo per zaizda metodais ir PJ laidumas nebuvo tirtas
tiesioginiu elektrofiziologiniu metodu.

Gauti rezultatai parode, kad tiek Novikoff tiek HeLa Cx43 Igstelése res-
veratrolis netur¢jo jokio poveikio Cx43 PJ g, mazomis koncentracijomis (3,
10, 30 uM) ir slopino laiduma didesnémis koncentracuomls (100 ir 300 uM).
HeLa Iastelése, ekspresuojanciose Cx45, buvo gautas prieSingas efektas —
resveratrolis stimuliavo g, esant 10-100 pM, bet jj slopino veikiant 300 uM
resveratroliu (16 pav.).
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16 pav. Resveratrolio poveikis Cx43 ir Cx45 PJ laidumui

(A) PJ laidumas (g) tarp gretimy lasteliy buvo iSmatuotas, naudojant dvigubg visos lastelés
fiksuotos jtampos metodg. Resveratrolio poveikis Cx43 g, HeLa Cx43 (B) ir Novikoff (C,
D) lastelése. Resveratrolio poveikis Cx45 g (E, F) (n = 4). Vidurkiy palyginimui tarp gru-
piy buvo naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < (0,001 lyginant su
kontrole.

Svarbu pabreézti, kad resveratrolis naudotomis mazesnémis (10-100 uM)
koncentracijomis stimuliavo Cx45 PJ laidumg. Tokj pat poveikj Cx45 PJ g,
sukele ir SpE, todel galime daryti prielaida, jog Sis poveikis gali buti susijes
su ta pacia veikligja medziaga.

Resveratrolio poveikis PJTR priklausé nuo veikimo trukmés, koncentraci-
jos ir koneksino tipo. Pavyzdziui, nustatyti skirtingi trumpalaikiai ir ilgalai-
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kiai resveratrolio poveikiai: mazy resveratrolio koncentracijy 15 min. povei-
kis tiesiogiai Cx43 PJ laidumo nekeite, taciau po 24 val. lasteliy inkubavimo
su §ia resveratrolio koncentracija iSmatuotas PJ g buvo sumazéjes. Taciau
100 uM resveratrolio tiesioginis 15 min. poveikis laiduma slopino, bet 24 val.
inkubavimas Cx43 PJ 8 nepakeité. Tuo tarpu, 15 min. veikimas su 10-100
uM resveratrolio Cx45 PJ g didino, taciau tik po 24 val. inkubavimo su 100
uM resveratrolio Cx45 PJ .8 buvo sumazéjes (16 pav., 17 pav.).
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17 pav. Pradinis Cx43 (A) ir Cx45 (B) PJ laidumas po 24 val.
preinkubavimo su resveratroliu
Duomenys surinkti i§ maziausiai trijy biologiniy pakartojimy. ReikSmiy skirstiniy palygini-
mui tarp grupiy taikytas Mann-Whitney U kriterijus. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001
lyginant su kontrole.

300 uM resveratrolio turéjo neigiama poveikj Iasteliy gyvybingumui, to-
del ilgalaikio (24 val.) poveikio tyrimy su $ia resveratrolio koncentracija ne-
teséme.

3.3.2. Resveratrolio molekulinio dokinimo vietos Cx43 ir Cx45
baltymuose

Kaip parodyta 16 pav., resveratrolis turéjo skirtingg poveikj Cx43 ir Cx45
PJg. Mazomis koncentracijomis resveratrolis stimuliavo tik Cx45 PJ g bet
didesnémis koncentracijomis slopino tiek Cx45, tiek Cx43 PJ laiduma. Pada-
réme prielaida, kad Cx45 turéty pasizymeéti dviem skirtingais dokinimo profi-
liais: pirmasis — didelio giminingumo dokinimosi vietos, atsakingos uz g sti-
muliavima, ir antrasis — mazo giminingumo dokinimosi vietos, atsakingos uz
g slopinimg. Norédami patikrinti $ig hipotezg, atlikome molekulinio dokini-
mo eksperimentus. 18A pav. pateiktas PJ puskanalio, sudaryto i Sesiy Cx43
subvienety (subvienety skaicius nurodytas skliaustuose), vaizdas i§ virSaus,
o 18B pav. pateiktas PJ kanalo, sudaryto i§ dviejy greta esanciy puskanaliy,
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vaizdas 1§ Sono. Buvo iSanalizuotos devynios palankiausios jungimosi prie
Cx43 ir Cx45 konformacijos. Nustatéme, kad Cx43 jos visos lokalizuojasi
viename subvienete ant TM2 ir TM3 membranos (ne kanalo poros) puséje
(18C pav.) su dokinimosi energija nuo —17,5 iki —18,3 kcal/mol (18E pav.,
kuo labiau neigiama reikSme, tuo stipresné resveratrolio ir koneksino sgvei-
ka). Tuo tarpu, Cx45 buvo aiskiai matomi du skirtingi dokinimosi klasteriai,
kuriy pimaji sudaré trys Zemos energijos vietos nuo —17,7 iki —18,0 kcal/
mol, esanc¢ios PJ membranos pus¢je (18D pav.), panasiai, kaip ir Cx43, o
antrajj — Sesios didelés energijos vietos, i§ kuriy penkiy dokinimosi energija
yra nuo —18,7 iki —19,5 kcal/mol, jsiterpusios tarp TM2 ir TM3 niSoje link
kanalo poros (18D pav. apvesta punktyrine linija), jos 18E pav. pazymétos
geltona spalva. Tai rodo, kad didesnio giminingumo dokinimosi vietos Cx45
niSoje, kuriy néra Cx43, galéty buti atsakingos uz Cx45 PJ g stimuliavima,
naudojant mazesnes resveratrolio koncentracijas, kaip parodyta 16E,F pav.,
0 mazesnio giminingumo dokinimosi vietos, kurios yra panaSios abiejuose
koneksinuose, yra atsakingos uz g slopinimg. Palankiausios aminoriigs¢iy
liekanos resveratrolio dokinimui niSoje yra Ile82 ir Thr86 Cx45(1) TM2 ir
Val27 Cx45(2) TM1 (18C,D pav.).
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18 pav. Resveratrolio sqveika su Cx43 ir Cx45 subvienetais

Cx43 PJ vaizdas i§ virSaus (A) ir i§ priekio (B), pateiktas be koneksiny vidulastelinio N ir C
galo (Cx43 subvieneto numeris nurodytas skliaustuose). Devynios geriausios resveratrolio
dokinimo konformacijos su Cx43 (C) ir Cx45 (D) subvienetais (TM1-TM4 yra koneksiny
transmembraniniai domenai). Minimalizuotos resveratrolio dokinimosi energijos prie kiek-
vienos i§ devyniy prisijungimo viety ant Cx43 ir Cx45 (E). Labiau neigiama verté rodo
stipresng¢ resveratrolio ir koneksino sgveikg. Dokinimosi vietos, esan¢ios niSoje tarp Cx45
subvienety (apibréztos balta punktyrine linija D), pasizymi didesniu giminingumu resvera-
troliui (pazymétos geltona spalva E).

55



3.3.3. Resveratrolio poveikis Cx43 ir Cx45 ekspresijai ir PJP dydZiui

Atlikty tyrimy duomenys leidZia teigti, kad resveratrolis sukélé nuo ko-
neksino tipo priklausomus pokycius g (16 pav.) ir .8 slopinima (17 pav.).
Toliau tyréme resveratrolio poveikj Cx43 ir Cx45 ekspresijai ir PJP dydziui.

Kiekybinis koneksiny baltymy vertinimas imunoblotingo metodu buvo at-
liktas po 15 min. (laikas, reikalingas pasiekti nusistovéjusig biisena, atliekant
fiksuotos jtampos matavimus) ir po 24 val. inkubacijos su resveratroliu. Res-
veratrolio 15 min. poveikis neturéjo jtakos bendram Cx43 ir Cx45 baltymy
ekspresijos lygiui, nepriklausomai nuo taikytos koncentracijos. Po 24 val. 1 ir
10 uM resveratrolio poveikis bendram Cx43 ir Cx45 baltymy kiekiui nebuvo
nustatytas, ta¢iau 100 uM resveratrolio didino abiejy baltymy kiekj atitinka-
mai ~1,6 ir ~2,5 karto (19A,D,B,F pav.).

Zinoma, kad PJ sinteze, ekspresija, apykaita ir funkcija reguliuoja konek-
siny specifiniy aminoriigs¢iy liekany fosforilinimas [158]. Atsizvelgiant | tai,
tyréme Cx43 fosforilinimo pokyc¢ius S279, S282, S368 ir S373 liekanose, sie-
jamose su PJ ekspresijos ir funkcijos reguliavimu [20]. Gauti rezultatai sutapo
su elektrofiziologiniais ir imunocitochemijos metodais gautais duomenimis.
Zinoma, jog Cx43 fosforilinimas S279 ir S282 lickanose slopina PJ laiduma,
0 S373 fosforilinimas siejamas su padidéjusiomis PJP [48]. Miisy tyrime ste-
bétas Cx43 PJ g sumazéjimas, remiantis literatiros duomenimis, gali biti
susijgs su padideéjusia fosforilinty Cx43 formy, pS279 ir pS282, ekspresija
abiem laiko periodais. Be to, pS373 fosforilinimo padidé¢jimas koreliuoja su
didesniy Cx43 PJP susidarymu po 24 valandy veikimo 100 uM resveratroliu.
Kita gerai Zinoma fosforilinimo vieta, susijusi su PJTR reguliavimu, yra S368
liekana [163]. Sios liekanos fosforilinimas veikia PJ laiduma ir maZina PJTR
tarp kardiomiocity dél PJ internalizacijos [164]. Mes nustatéme, kad S368
fosforilinimas sumaz¢jo po 15 min. ir 24 val. poveikio 100 uM resveratroliu,
0 po 24 val. poveikio 10 uM resveratroliu buvo pastebétas du kartus padidé-
jes S368 fosforilinimas (19B,G,H pav.). PrieSingai nei Cx43, yra nustatyta
tik keletas Cx45 fosforilinimo viety [20] ir iki $iol nebuvo jrodyta jokiy nuo
fosforilinimo priklausan¢iy poky¢iy Cx45 PJ g

Sie duomenys rodo, kad atsakas i poveiki priklauso nuo koneksino tipo,
veikimo stiprumo ir trukmés. Be to, PJ laidumas ir (arba) koneksiny transpor-
tavimas gali biiti reguliuojami per antriniy mediatoriy kelius ir keliy kinaziy
bendra veikimg bei Cx43 C galo fosforilinimo procesus [48].
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19 pav. Resveratrolio poveikis Cx43 ir Cx45 baltymy ekspresijai

Tipiniai imunobloto vaizdai, rodantys bendrg Cx45 (A) ir Cx43 baltymy lygj kartu su fos-
forilinty Cx43/bendro Cx43 santykiu (B) po 15 min. ir 24 val. poveikio resveratroliu nuro-
dytomis koncentracijomis. Stulpelinése diagramose pavaizduoti Cx45 (C, D), Cx43 (E, F) ir
Cx43 fosforilinty formy (G, H) baltymy kiekiy poky¢iai. Vidurkiy palyginimui tarp grupiy
buvo naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 lyginant su
kontrole.

Sasaja tarp Cx45 fosforilinimo ir Cx45 PJ savybiy 1§ esmés néra pakan-
kamai iStirta dél specifiniy antikiiny trikumo. Siame tyrime buvo nagrinétas
resveratrolio poveikis tik bendrai Cx45 ekspresijai (19A,C,D pav.), taciau
bendra baltymy kinaziy aktyvumo poveikj PJ laidumui galima tirti naudojant
kinaziy inhibitorius. Laboratorijos kolegos anksciau parodé¢, kad tam tikry
junginiy potencija gali buti alosteriSkai moduliuojama, nuo Ca*" priklausan-
¢ioms kinazéms fosforilinant Cx43 C-galg [158]. Kadangi nustatéme, jog res-
veratrolis sukelia Cx43 C galo viety fosforilinimo poky¢ius (19B,G,H pav.),
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tolimesniais tyrimais siekéme jvertinti resveratrolio potencijos priklausomy-
be nuo Cx fosforilinimo. Staurosporinas, neselektyvus kinaziy inhibitorius,
netur¢jo jtakos nei slopinanc¢iam resveratrolio poveikiui Cx43 PJ g (20A,B
pav.), nei jo stimuliuojanciam bei slopinanc¢iam poveikiui Cx45 PJ g (20C,D
pav.).
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20 pav. Resveratrolio poveikis Cx43 ir Cx45 PJ laidumui nepriklauso nuo
kinaziy aktyvumo

Staurosporinas nemoduliuoja resveratrolio poveikio Cx43 (A, B) ir Cx45 (C, D) PJ g
(n = 4 kiekvienai eksperimenty serijai).

Sekanciame tyrimy etape jvertinome, ar resveratrolis gali sukelti PJP dy-
dzio pokycius. Nors koneksiny ekspresijos pokyc¢iai buvo pastebéti tik po
24 val. poveikio 100 uM resveratroliu tiek HeLLa Cx43, tick HeLa Cx45 Ias-
telése (19 pav.), .8 pasikeité net po 1 ir 10 uM naudojimo HeLa Cx43 (17A
pav.). HeLa Cx43 lgsteliy 24 val. inkubacija su 10 ir 100 uM resveratroliu
lémé iSskirtinai dideliy PJP susiformavima (21 pav.). Cx43 PJP dydis po po-
veikio 10 ir 100 uM resveratroliu padidéjo atitinkamai 1,5 ir 4,5 karto. Pazy-
métina, kad pradinis Cx43 PJ g, po 24 val. veikimo 1 ir 10 pM resveratroliu
sumazgjo (17A pav.), bet 10 uM padidino, taciau 1 uM neturéjo jokio povei-
kio PJP dydziui. Atsizvelgiant | ankstesnius tyrimus, buvo tikétasi PJP suma-
Z¢&jimo, taciau Siuos rezultatus i§ dalies galima paaiskinti padidejusiu S279 ir
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S282 fosforilinimu (19 pav.), kuris galéjo buti atsakingas uz sumazejusj Cx43
Plg (17 pav.).
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21 pav. Resveratrolio poveikis Cx43 PJP dydziui HeLa lgstelése
Tipiniai PJP imunofluorescencijos vaizdai HeLa Cx43 (A) Igstelése kontrolinémis sglygomis
ir po 24 valandy resveratrolio poveikio nurodytomis koncentracijomis. Resveratrolio povei-
kio Cx43 (B) PJP dydziui apibendrinimas. ReikSmiy skirstiniy palyginimui tarp grupiy tai-
kytas Mann-Whitney U kriterijus. ** p <0,01; *** p <0,001 lyginant su kontrole. Raudonos
horizontalios juostos rodo mediana.
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Cx45 PJP padid¢jo paveikus 24 val. HeLa Igsteles 1 ir 10 uM resveratroliu,
bet sumaz¢jo po poveikio 100 pM resveratroliu. Cx45 formuoja daug mazes-
nes PJP, lyginant su Cx43. Cx45 PJP dydis po poveikio 1 ir 10 pM resvera-
troliu padid¢jo atitinkamai 1,8 ir 1,4 karto, o po poveikio 100 uM sumazejo
1,3 karto pagal mediang (22 pav.). Imunofluorescencinés mikroskopijos ty-
rimai parod¢, kad po 24 val. poveikio 100 uM resveratroliu Cx45 suformavo
mazesnes PJP ir padidéjo jo lokalizacija citoplazmoje. Sie rezultatai galéty
paaiskinti elektrinio laidumo sumaz¢jima, kaip parodyta auksciau (17B pav.).
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22 pav. Resveratrolio poveikis Cx45 PJP dydziui HeLa lgstelése
Tipiniai PJP imunofluorescencijos vaizdai HeLa Cx45 (A) Iastelése kontrolinémis salygomis
ir po 24 val. resveratrolio poveikio nurodytomis koncentracijomis. Resveratrolio poveikio
Cx45 (B) PJP dydziui apibendrinimas. Reik§miy skirstiniy palyginimui tarp grupiy taikytas
Mann-Whitney U kriterijus. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 lyginant su kontrole.
Raudonos horizontalios juostos rodo mediana.
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3.3.4. Resveratrolio poveikis ERK1/2 aktyvumui ir HeLa lasteliy
gyvybingumui

ERK1/2 fosforilinimas yra pagrindinis MAPK signalinio kelio procesas,
reguliuojantis Igsteliy proliferacijg ir zutj [165,166]. Resveratrolio poveikis
gali biiti aktyvuojantis arba slopinantis, priklausomai nuo ligos ar lgsteliy
tipo [167,168]. Yra duomeny, kad resveratrolio sukeliamas Cx43 ekspresi-
jos ir PJITR pageréjimas yra susijes su MAPK ir ERK1/2 signaliniais keliais
[12,130]. Resveratrolis gali slopinti ERK1/2 fosforilinimg ir silpninti HeLa
lasteliy adhezija [169]. Kai kuriose navikinése lastelése, pvz., peliy mela-
nomoje ir zmogaus inksty lasteliy karcinomoje, resveratrolis veikia ERK1/2
kelig ir turi antiproliferacinj, antimigracinj arba proapoptotinj poveikius, mo-
dulivodamas kitus reguliatorius, tokius kaip Bcl-2, Bax, kaspaze-3, ciklinas
D1, p21/p27 bet MMP-2 ir MMP-9 [170,171]. Tarplastelinio rySio ir ERK1/2
sgveikos tyrimai labiausiai orientuoti | Cx43, pabréziant, kad ERK1/2
mediatoriy fosforilinimas moduliuoja Cx43 PJ laidumg, formavimasi ir apy-
kaitg. Cx43 C galo S279 ir S282 fosforilinimas yra priklausomas nuo ERK1/2
[20,27,48]. Kaip parodyta 19 pav., resveratrolis veikia keliy Cx43 liekany,
iskaitant S279 ir S282, fosforilinimg. Baltymy pERK1/2/ERK1/2 ekspre-
sijos pokyciai buvo pastebéti po 15 min. ir 24 val. poveikio resveratroliu
(23 pav.). Taip pat, iStyréme resveratrolio poveikj HeLLa WT lasteliy (neturin-
¢iy koneksiny) bei HeLa Igsteliy, ekspresuojanciy egzogeninj Cx43 ir Cx45,
gyvybingumui (24 pav.), ta¢iau gyvybingumo tyrimo rezultatai pateikiami tik
po 24 val. poveikio, nes 15 min. resveratrolio poveikis nesukélé jokiy gyvy-
bingumo pokyc¢iy.

HeLa WT ir HeLa Cx43 lastelése visos resveratrolio koncentracijos padi-
dino pERK1/2 lygj po 15 min. poveikio, o HeLa Cx45 lastelése tik 1 uM pa-
didino pERK1/2 lygj. Poveikis 1 uM resveratroliu 24 val. sumazino pERK1/2
lygj tik HeLa Cx45 lastelése, o 10 uM resveratrolio padidino pERK1/2 eks-
presija tik HeLa WT Iastelése, ta¢iau sumazino jg HelLa Cx45 Iastelése ir
neturéjo jokio poveikio HeLLa Cx43. Veikimas 100 uM resveratroliu 24 val.
padidino pERK1/2 aktyvumga visose HeLa Igsteliy linijose, tuo paciu slopin-
damas Iasteliy proliferacijg ir gyvybinguma.

62



A 15 min. 24 val. B

« 5 15 min. x*
Rsv, pM K 110100 K 1 10 100 5 4 1 .
[ ERK1/2 - A ; 1T «=m1I o xx
- - - E *%
= | 44kDa —-— — =
= 44 kDa -~ ——— = 0 -
GAPDH =3 Mg —S 28-S
T Hion W ———— = =g =g
r HeLa WT | HeLa Cx43 | HeLa Cx45
ERK1/2 - ———
G| 44kDa - D eme=
O | pERK1/2 B}
lp -- 3
% e ==== === & e 24val,
L 37 kDa - E
[ERKI2? wwsssesl oo =
g 44 kDa e - §
S prmoe e !
3 44 kDa - S - S - S
gy [ ———
[ 37kDa HeLa WT |HeLa Cx43 | HeLa Cx45

23 pav. Resveratrolio poveikis ERK1/2 ir fosforilinto ERK1/2 baltymy
ekspresijai HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lgstelése
(A) Tipiniai imunoblotingo vaizdai, rodantys ERK1/2 ekspresija kartu su jo fosforilinta for-
ma po 15 min. ir 24 val. resveratrolio poveikio. (B, C) Apibendrintas resveratrolio poveikis
ERK1/2 ir pERK1/2 ekspresijai. n = 3. Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas
Stjudento t-testas. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 lyginant su kontrole.

Resveratrolis (100 uM) slopino proliferacijg atitinkamai 48 %, 38 % ir
51 % HelLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 Iastelése (24A,C,E pav.). HeLa
Cx43 ir HeLa Cx45 lastelés buvo jautresnés 100 uM resveratrolio poveikiui,
nes jy gyvybingumas sumazgéjo atitinkamai iki 81 % ir 76 %, o HeLa WT
lasteliy gyvybingumas isliko netoli kontrolinio lygio (24B,D,F pav.). Daugu-
ma negyvybingy HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy, paveikus jas
resveratroliu, buvo vélyvos apoptozés biisenos.
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24 pav. Resveratrolio poveikis HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 Igsteliy
proliferacijai ir gyvybingumui
Resveratrolio poveikis HeLa WT (A), HeLa Cx43 (C) ir HeLa Cx45 (E) lasteliy proliferacijai
po 24 val. poveikio. Resveratrolio poveikis HeLa WT (B), HeLa Cx43 (D) ir HeLa Cx45
(F) lasteliy gyvybingumui (n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stju-
dento t-testas . *,# p < 0,05; **,&& p < 0,01; *** ### &&& p < 0,001 lyginant su kontrole.
* — gyvos lgstelés, # — ankstyvoji apoptozé (AA), & — vélyvoji apoptozé (VA).
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HeLa Iasteliy gyvybingumui jvertinti buvo pasitelktas ir kolonijy forma-
vimosi metodas. Veikiant 1 pM resveratroliu, nepastebéti jokie HeLa lasteliy
kolonijy formavimosi poky¢iai, o 10 uM sumaZzino HeLa WT ir HeLa Cx45
lasteliy kolonijy skaiciy ir jy plota (25 pav.). Visos tirtos HeLa lasteliy linijos
neformavo kolonijy, paveikus jas 100 uM resveratroliu.

A HeLa WT B HeLa Cx43 c HeLa Cx45
Rsv Rsv
Kontrolé 1 pM 100 pM Kontrolé 10puM 100 pM Kontrolé pM 10 uM 100 uM
120 - .Kiekis
]
2 100 . 100 - 100 - , WPt
E _
=3 80 - i 80 - 80 -
E £
52 60 - 60 - 60
= O
:‘ M
=g 40 40 - 40 A
S &
,:2 é 20 4 20 A 20 A
kcksk sk sk *kk
0 - 0 - 0 -
1pM 10 pM 100 pM 1pM 10 pM 100 pM 1pM 10 pM 100 pM
Rsv Rsv Rsv

25 pav. Resveratrolio poveikis HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 Igsteliy
kolonijy formavimuisi

Tipiniai HeLa WT(A), HeLa Cx43 (B) ir HeLa Cx45 (C) lasteliy kolonijy formavimosi
vaizdai kontrolés salygose ir po 7 dieny poveikio resveratroliu nurodytomis koncentracijo-
mis (virSutiné dalis) bei poveikio kolonijy skaiciui ir plotui apibendrinimas (apatiné dalis)
(n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05; **
p <0,01; *** p <0,001 lyginant su kontrole.

Apibendrinant, miisy rezultatai rodo, kad pERK1/2 aktyvumas, veikiant
resveratroliu, koreliuoja su lasteliy gyvybingumo ir proliferacijos sumazéji-
mu.

3.3.5. Resveratrolio jtaka lasteliy citoskeletui ir PJ degradacijai

Ankstesniuose skyriuose aprasyti rezultatai rodo, kad PJP padidéjo po
24 val. poveikio 1 ar 10 uM resveratroliu HeLa Cx45 lastelése (22 pav.), o
Cx43 ir Cx45 bendros ekspresijos padidéjimas buvo stebétas tik po poveikio
100 uM resveratroliu (19 pav.). Svarbu paminéti, kad Cx43 pS373 padidé-
jimas, kuris koreliuoja su Cx43 PJP padidé¢jimu [48], buvo pastebétas imu-
noblotingo ir imunofluorescencijos tyrimais tik po 24 val. poveikio 100 uM
resveratroliu (19 pav.; 26 pav.). Tai leidzia manyti, kad §j poveiki lemia kitos
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Cx43 fosforilinimo vietos ir (arba) tarpiniai signaliniai keliai. PJP padidéjima
gali lemti ne tik koneksiny sintez¢ ar oligomerizacija, o ir jy apykaitos poky-
¢iai — didesnis pristatymas j membrang ar létesné internalizacija, kurig veikia
F aktino ir o tubulino integralumas bei jvairiis transportiniai baltymai.

Cx43 Cx43 pS373

Sujungta

Faloidinas

Kontrolé

Rsv, 100 uM

- - . -

26 pav. Cx43 ir Cx43 pS373 imunofluorescencijos vaizdai

Po resveratrolio poveikio padidéjusiose Cx43 PJP stebima padidéjusi pS373 ekspresija.

Toliau tyréme, ar resveratrolio poveikis PJ apykaitai yra susijes su jo po-
veikiu citoskeleto integralumui. Gerai zinoma, kad Igsteliy citoskeletas uz-
tikrina puskanaliy transportg | membrang, PJ stabilumg ir jy funkcinj regu-
liavimag [172]. Atlikome HelLa WT, HeLa Cx43, HeLa Cx43 EGFP ir HeLa
Cx45 gyvy lasteliy, pazyméty F aktino ir o tubulino fluorescenciniais zZy-
menimis vaizdinimg. Kaip parodyta 27 pav. HeLa Cx43 EGFP Iastelése
resveratrolio poveikis nesukélé pastebimy aktino citoskeleto ir mikrotubuliy
tinklo pazeidimy. Resveratrolis nesuké¢lé F aktino ir a tubulino integralumo
poky¢iy ir kitose tirtose lasteliy linijose [173], todél manéme, kad reguliarus
PJP internalizavimas ir Ziediniy plySiniy jungciy (zZPJ) formavimasis turéty
islikti nepakites. PJP dinamikai stebéti buvo pasitelktos ir HeLa l1astelés, eks-
presuojancios egzogeninj Cx43 su prijungtu zaliai fluorescuojanciu baltymu
(Cx43 EGFP).



Cx43 EGFP Tubulinas F-aktinas

Kontrolé

Rsv, 100 pM

27 pav. Resveratrolio poveikis HeLa Cx43 EGFP lgsteliy F aktino ir o
tubulino tinklui
Gyvos Hela Cx43 EGFP lastelés, pazymétos F aktino (SiR-actin) ir o tubulino (4-580CP-
LTX) zymenimis, skirtingose z plokStumose. Vizualiai nepastebéta resveratrolio poveikio
sukelty pokyc¢iy PJ internalizacijai, nes tebematomos PJP skirtingose internalizacijos stadi-
jose (nepazeistos PJP, iSsiskleidusios ir bepradedancios internalizuotis PJP (bPJ) ir visiskai
internalizuotos PJP — ziedinés jungtys (zPJ)).

Siekdami jvertinti, ar resveratrolis turi jtakos Cx43 PJP internalizacijai,
atlikome lIgsteliy ilgalaikio vaizdinimo tyrimg (angl. time-lapse). Anot litera-
tiiros Saltiniy, stresas gali sulétinti Cx43 PJP internalizacija [174]. Yra Zino-
ma, kad PJP gyvavimas plazminéje membranoje trunka iki 5 valandy [175].
Kadangi praktiSkai nejmanoma stebéti viso PJP gyvavimo laiko nuo tikslaus
Jjy susidarymo momento iki visiSko ZPJ susidarymo, mes rémémeés statistika ir
atlikome atsitiktinai atrinkty Igsteliy pory su PJP ilgalaikio vaizdinimo tyrima
ir iSmatavome internalizuoty PJP skaiciy per 210 min. kontrolinémis saly-
gomis ir po 24 val. poveikio 10 uM resveratroliu (28A pav.). Tokia lgsteliy
steb¢jimo laike eksperimenty trukmé buvo pasirinkta, atsizvelgiant j tai, kad
kontrolinémis salygomis Cx43 PJP iSsiardé per vidutiniskai 191 + 20 min.
(n=30). Miisy tyrimy rezultatai rodo, kad resveratrolis stabilizavo Cx43 PJP,
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nes internalizacijos greitis sumazéjo 3 kartus (28B pav.). Siems eksperimen-
tams buvo pasirinkta mazesné resveratrolio koncentracija (10 uM), nes ji
neturéjo jtakos Igsteliy gyvybingumui ir proliferacijai, lyginant su 100 uM
(24 pav.).

0 min 10 min 20 min 30 min 40 min 50 min

10pM ..---

0 min 40 min 80 min 120 min 160 min 200 min

B

Internalizuota Néra pokyciy Internalizuota %

HeLa Cx43 EGFP
Kontrolé

Rsv,10 pM

Kontrolé 19 17 53,3+4.5
Rsv, 10 pM 5 25 16,3 £ 3.7 **

28 pav. Resveratrolio poveikis Cx43 PJ internalizacijai

(A) Tipiniai HeLa Cx43 EGFP ilgalaikio registravimo vaizdai kontrolinémis salygomis ir
paveikus resveratroliu (10 uM, 24 val.). (B) Cx43 EGFP PJ internalizacijos matavimy api-
bendrinimas. ** p < 0,01 lyginant su kontrole.

Siekiant geriau suprasti, kodél sulété¢ja Cx43 PJ iSsiardymas, tyréme, ar
néra sutrikes lizosominés degradacijos mechanizmas. Koneksinai reguliariai
internalizuojami 1§ plazminés membranos ir nukreipiami degradacijai dau-
giausia per endosominj-lizosominj kelig. Sio proceso metu PJ internalizuo-
jamos bei susidaro zPJ, kurios transportuojamos lizosominei degradacijai
[176]. Mes jvertinome zPJ, susijungusiy su lizosomomis skaiciy (29 A pav.)
kontrolinése ir resveratroliu paveiktose HeLa Cx43 EGFP Igstelése, taciau
reik§mingy Cx43 lizosominés degradacijos poky¢iy nenustatéme.
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29 pav. Resveratrolio poveikis Cx43 ir Cx45 degradacijai

(A) Tipinis Cx43 zPJ kolokalizacijos su lizosomomis vaizdas. (B) ZPJ kolokalizacijos su
lizosomomis kontrolinése ir resveratroliu paveiktose Hela Cx43 EGFP lastelése apibendrini-
mas. (C) Tipiniai Cx45 kolokalizacijos su lizosomomis vaizdai. (D) Cx45 kolokalizacijos su
lizosomomis kontrolinése ir resveratroliu paveiktose Hela Cx45 EGFP apibendrinimas. Duo-
menys pateikiami, remiantis maziausiai 3 nepriklausomais eksperimentais. Vidurkiy palygi-
nimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. *** p < 0,001 lyginant su kontrole.

ok ok

Kontrolé

HeLa Cx45 EGFP
Kolokalizacijos laipsnis
(Pirsono koeficientas)

Rsv, 100 pM

Rsv

Kontrolé
100 uM

Resveratrolis (10 ir 100 uM) po 24 valandy poveikio padidino Cx43 PJP
(21 pav.), o bendro Cx43 baltymo ekspresijos padidéjimas buvo stebétas
tik esant 100 uM resveratrolio (19 pav.). PrieSingas efektas buvo gautas su
Cx45 — PJP jau buvo zymiai padid¢je po poveikio 1 uM resveratroliu, taciau,
priesingai nei Cx43, 100 uM resveratrolio Zymiai sumazino Cx45 PJP dydj,
nors bendra Cx45 ekspresija padidéjo 2,5 karto. Svarbu atkreipti démesj, kad
Cx45 PJP dydzio (22 pav.) ir g sumaZz¢jimg (17 pav.) seké padidéjusi Cx45
degradacija, jvertinta pagal Cx45 ir lizosomy kolokalizacija, kuri padidéjo ~2
kartus (29C,D pav.). Kadangi Cx45 formuoja labai mazas Cx45 PJP (22 pav.),
ir néra galimybés jvertinti ZPJ struktiiry, Cx45 ir lizosomy kolokalizacijos
laipsniui kiekybiskai nustatyti buvo pasitelktas Pirsono koreliacijos koefi-
cientas. TaCiau mechanizmai, lemiantys padidéjusig Cx45 baltymo ekspresija
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ir kartu suaktyvéjusia jo degradacija, kol kas néra visiSkai aiSkiis. Galime
tik spelioti, kad stresinémis salygomis, kai Cx45 PJP internalizacija ir de-
gradacija suaktyveja, aktyvuojami ir tam tikri kompensaciniai mechanizmai,
skatinantys Cx45 sinteze, bet ne naujy PJP formavimasi, o tai yra sudétingas
procesas, apimantis koneksino oligomerizacija, puskanaliy transportavimg j
membrang ir prieSingy puskanaliy susijungima.

3.3.6. Jjautrinantis ir apsaugantis resveratrolio poveikiai H.O-
sukeltam stresui HeLa Igstelése

Daugeliu patologiniy bikliy, jskaitant Sirdies ir kraujagysliy, neurodege-
neracines, uzdegimines, autoimunines bei kvépavimo sistemos ligas ir navi-
kus, nustatomas padidéjes ROS kiekis, lemiantis oksidacinj stresa, audiniy
pazeidima ir ligy progresavima. PJTR yra svarbus daugelyje patologiniy bi-
seny, o jo padidéjimas arba sumazéjimas tam tikrais atvejais gali biiti susijes
su ligos vystymusi ir progresavimu. Musy tyrimai parodé, kad resveratro-
lis moduliuoja PJ savybes priklausomai nuo Cx tipo. Taip pat nustatyta, kad
resveratrolio sukeltas Cx43 ekspresijos padidéjimas jautrina kolorektalinio
naviko ir melanomos lgsteles chemoterapiniams preparatams [12,177]. Iro-
dymy, kad resveratrolis moduliuoty Cx45 arba padidinty jautruma stresui per
Cx45 reguliacijg, néra. Atsizvelgiant j pateiktus duomenis, buvo siekiama is-
tirti, ar preinkubacija su resveratroliu (15 min. arba 24 val.) keic¢ia HeLa WT,
HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy gyvybingumg H-0: sukelto streso sglygo-
mis. H,O, daznai naudojamas Igsteliy tyrimuose oksidaciniam stresui sukelti,
nes tai yra viena pagrindiniy ROS formy, natiiraliai susidaranciy Igstelése.

Auksciau pateikti rezultatai (24 pav.), veikiant Igsteles vien resveratroliu,
parod¢, kad didziausig poveiki HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy gyvybin-
gumui (apie 11 % abiem atvejais) tur¢jo tik 100 uM resveratrolio, o HeLa
WT lasteliy gyvybingumo neveiké nei viena tirta resveratrolio koncentracija.
Sukeliant Iasteléms stresa H>02 1 val., buvo gautas panasus efektas lasteliy
gyvybingumui visose tirtose lasteliy linijose: gyvybingumas sumazéjo ati-
tinkamai 10, 23 ir 8 %. Trumpalaikis (15 min) lgsteliy preinkubavimas su
resveratroliu, net ir su 1 uM, turé¢jo apsaugantj poveikj HeLa WT lgsteléms,
o paveikus Sias lgsteles 24 val. 10 ir 100 uM resveratroliu, sustipréjo H20-
citotoksinis poveikis (apie 8 ir 22 %) (30 pav.).
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30 pav. H:0: sukelto streso poveikis HeLa lgsteliy gyvybingumui,
preinkubavus resveratroliu

HeLa WT (A), HeLa Cx43 (B) ir HeLa Cx45 (C) lastelés buvo preinkubuotos resveratroliu
(1, 10, 100 uM) 15 min. arba 24 val., o po to 1 val. veikiamos 350 uM H:O-. Vidurkiy pa-
lyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. *#,& p < 0,05; ** ## p < 0,01;
ok & & & p < 0,001; raudonos zymos — lyginant su kontrole, juodos — lyginant su laste-
lémis, veiktomis tik H.O.. * — gyvy lasteliy grupé, # — ankstyva apoptozé (AA), & — vélyva
apoptoze (VA).
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Nei viena resveratrolio koncentracija, preinkubuojant 15 min., nekeité
HeLa Cx43 Iasteliy jautrumo H:0-, taciau preinkubavus lasteles 24 val. su
resveratroliu, H.O2> maZino HeLa Cx43 gyvybinguma, priklausomai nuo kon-
centracijos (atitinkamai 26, 37 ir 45 %, lyginant tik su H.O: poveikiu). Tuo
tarpu HeLLa Cx45 lgsteliy preinkubavimas 15 min. su 10 ir 100 uM resvera-
trolio sustlprmo H,O, poveik]j (atitinkamai 5 ir 12 % daugiau, lyginant vien
tik su H203). Sluos rezultatus 1$ dalies galima paaiSkinti prieSingu resveratro-
lio poveikiu Cx43 ir Cx45 PJ g (16 pav.). Preinkubavimas 24 val. su 100 uM
resveratroliu sustiprino H,O, citotoksinj poveikj 42 %, o maZesnés koncen-
tracijos poveikio neturé¢jo (30 pav.).

3.3.7. Resveratrolio poveikis HCT116 ir DLD-1 PJ laidumui,
ekspresijai ir gyvybingumui

HeLa lasteliy preinkubavimas 24 val. su resveratroliu sukélé nuo koncen-
tracijos ir egzogeninio koneksino tipo priklausancius pradinio PJ laidumo po-
kyc¢ius (17 pav.). Todél tyréme, koki poveiki .8 resveratrolis turi endogeninj
Cx43 ekspresuojanciose kolorektalinio naviko (HCT116 ir DLD-1) Iastelése.
Naudotos resveratrolio koncentracijos nesukélé .8 poky¢iy DLD-1 Iastele-
se, taciau HCT116 lasteles preinkubavus su 10 uM resveratrolio, 8 padi-
déjo (31 pav.). Sie duomenys parodé, kad resveratrolio poveikis PJ TR gah pri-
klausyti ir nuo Igsteliy tipo. Tokius rezultatus galéjo lemti tai, kad PJTR gali
biti reguliujamas per skirtingus signalinius kelius. Pavyzdziui, yra Zinoma,
kad PKA aktyvacija dazniausiai gerina Cx43 PJTR, o MAPK aktyvavimas
slopina Cx43 PJTR [178]. Svarbu pabrézti, kad Sie signaliniai keliai néra ak-
tyvuojami atsitiktinai, nes jy aktyvacija priklauso nuo lgsteliy diferenciacijos
biisenos, receptoriy ekspresijos ir nuo skirtingy kinaziy aktyvumo, kurios le-
mia koneksiny fosforilinimo pobudj ir jy funkcijg. Dél to ta pati medziaga
vienose lgstelése gali skatinti PJTR, o kitose — ji slopinti, nors abiem atvejais
tiriamos Cx43 PJ.
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31 pav. Pradinis PJ laidumas, iSmatuotos atsitiktinai atrinktose DLD-1 ir
HCT116 lgsteliy porose
DLD-1 (A) ir HCT116 (B) lasteliy 2 paveikus jas resveratroliu. ReikSmiy skirstiniy palygi-
nimui tarp grupiy taikytas Mann-Whitney U kriterijus. * p < 0,05 lyginant su kontrole.

Toliau tyréme resveratrolio poveikj Cx43 ekspresijai HCT116 ir DLD-1
lastelése. Nustatéme, kad 24 val. preinkubavimas su resveratroliu (1, 10 ir
100 uM) didino Cx43 baltymo ekspresija DLD-1 Igstelése atitinkamai 25, 61
ir 73 %, o HCT116 lastelése poveikj tur¢jo tik didesnés (10 ir 100 uM) resve-
ratrolio koncentracijos, padidinusios Cx43 ekspresijg atitinkamai 39 ir 51 %,
lyginant su kontrole (32 pav.). Sie rezultatai atitinka kity tyréjy duomenis su
HCT116 lastelémis [177].
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32 pav. Resveratrolio poveikis bendrai endogeninio Cx43 ekspresijai DLD-1
ir HCT116 lgstelése

Tipiniai imunobloto vaizdai, rodantys DLD-1 Cx43 (A) ir HCT116 Cx43 (B) baltymy lygi

po 24 val resveratrolio poveikio nurodytomis koncentracijomis. Stulpelinése diagramose

pateikti apibendrinti Cx43 baltymo kiekio pokyciai DLD-1 (C) ir HCT116 (D) lastelése

(n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. ** p < 0,01;

*#% p < 0,001 lyginant su kontrole.

Toliau tyréme skirtingy resveratrolio koncentracijy poveiki HCT116 ir
DLD-1 lasteliy gyvybingumui. Literattroje pateikiami duomenys rodo, kad
resveratrolis pasizymi antiproliferaciniu ir citotoksiniu poveikiu kolorektali-
nio naviko lgsteléms, jskaitant HCT116 ir DLD-1 Iasteliy linijas [119,179].
Miisy rezultatai atitiko anksc¢iau publikuotus duomenis. Nustatéme, kad 100
uM resveratrolio reikSmingai sumazino abiejy tirty kolorektalinio naviko lgs-
teliy linijy gyvybinguma. Be to, 10 ir 100 uM resveratrolio koncentracijos
slopino HCT116 ir DLD-1 lasteliy proliferacijg (33 pav.).

74



>
=]

DLD-1 HCT116
100 100
80 . GyVOS

60 [ | Apoptotinés

80
60

40 40

Gyvybingumas, %
Gyvybingumas, %

20 20

K 1pM 10 uM 100 pM K 1pM 10 pM 100 pM
Rsv Rsv

@
=

DLD-1 HCT116
25 1 30 4

20
20
15 -
15 - ok ok
10 A
10 1

Lasteliy skaic¢ius x10*
*
*
*

Lasteliy skai¢ius x10¢

K 1pM 10 pM 100 pM K 1pM 10 pM 100 pM
Rsv Rsv

33 pav. Resveratrolio poveikis DLD-1 ir HCT116 lgsteliy proliferacijai ir
gyvybingumui
Resveratrolio sukeliami poky¢iai DLD-1 (A) ir HCT116 (B) lasteliy gyvybingumui po
24 val. poveikio. Resveratrolio poveikis DLD-1 (C) ir HCT116 (D) lasteliy proliferacijai,

lyginant su kontrole (n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas Stjudento
t-testas. *** p < 0,001 lyginant su kontrole.

Lasteliy gyvybinguma papildomai jvertinome kolonijy formavimo meto-
du. Nustatytéme, kad HCT116 ir DLD-1 lastelés, paveiktos 100 uM resve-
ratroliu, kolonijy neformavo. Tuo tarpu, 1 ir 10 pM koncentracijos neturéjo
poveikio DLD-1 kolonijy skaiciui ir jy plotui, taciau HCT116 Iasteles veike
skirtingai — 10 uM resveratrolio sumazino HCT116 lgsteliy suformuoty kolo-
nijy plota, taciau nekeité jy skaiciaus, o 1 uM resveratrolio padidino kolonijy
skaiciy, taciau bendras kolonijy plotas isliko nepakites (34 pav.).
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34 pav. Resveratrolio poveikis DLD-1 ir HCT116 lgsteliy kolonijy
formavimuisi
DLD-1 (A) ir HCT116 (B) Iasteliy kolonijy tipiniai vaizdai po 7 dieny auginimo kontrolinése
salygose ir esant resveratrolio nurodytomis koncentracijomiss. Diagramose pateiktas resve-
ratrolio poveikio kolonijy skaiciui ir plotui apibendrinimas (n = 3). Vidurkiy palyginimui tarp
grupiy buvo naudojamas Stjudento t-testas. * p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001 lyginant
su kontrole.
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4. APTARIMAS

Siame tyrime gauti rezultatai atskleidzia biologiskai aktyviy augaliniy
medziagy (NEO, SpE ir ArE bei resveratrolio) poveikj Cx43 ir Cx45 PJTR,
pasireiSkiant] baltymy ekspresijos ir PJ laidumo pokyciais. Taip pat, taikant
skirtingus eksperimentinius metodus, buvo analizuotas tiriamy junginiy po-
veikis lasteliy gyvybingumui, proliferacijai ir onkogeniskumui.

Tyrimai su NEO parod¢, kad NEO slopina Cx43 ir Cx45 PJ laidumg ir su-
mazina Cx43 baltymo ekspresija (5 pav.). PJ laidumo ir koneksiny ekspresi-
jos poky¢iai gali neigiamai paveikti sveiky nerviniy ir Sirdies l1gsteliy funkcija
[24,180]. Be to, yra duomeny, kad NEO sudedamosios dalys gali sukelti neu-
rologinius bei kardiovaskulinius sutrikimus, kurie priklauso nuo PJTR [182].
PJTR uztikrina normaly audiniy struktiirinj vientisuma ir lasteliy tarpusavio
komunikacija. Taciau navikinése lastelése PJTR daznai pakinta arba susilp-
n¢ja. Naviko vystymosi metu taip pat sumazeja adheziniy baltymy, ypac
E-kadherino, ekspresija, dél to Igstelés praranda tarpusavio sukibimg ir tampa
labiau judrios ir gali migruoti j kitus audinius ir formuoti metastazes. D¢l
Sios priezasties PJTR pazeidimas yra vienas svarbiausiy naviko progresavi-
mo veiksniy. Sutrikes PJTR siejamas su nekontroliuojamu navikiniy Igsteliy
augimu, o pageré¢jusi PJTR funkcija yra siejama su naviko augimo slopinimu.
Vélesnése naviko stadijose PJTR gali skatinti epiteling mezenchiming tran-
zicija, didinti Iasteliy migracijg ir invazyvumg [38]. NEO, slopindamas PJ
laiduma, teoriskai galéty net skatinti naviko lasteliy augima, jei Sie procesai
biity tarpusavyje susije¢, bet miisy rezultatai parodé priesinga efekta. Novikoff
lastelés pasizymi puikiomis proliferacinémis savybémis, taciau ir itin geru
PJTR, kas nebiidinga pirminio naviko lgsteléms. Pasinaudojome §ia savybe,
siekdami patikrinti placiai priimtg nuostata, kad blogas PJTR tiesiogiai susi-
jes su navikiniy lasteliy proliferacijos didéjimu. Nustatéme, kad, nors NEO
pasizymejo kaip didelés potencijos PJ g inhibitorius, jis mazino Novikoff 13s-
teliy kolonijy kiekij bei jy plota ir slopino gyvybinguma (6 pav.). Tai reiskia,
kad PJTR slopinimas netur¢jo proonkogeninio poveikio Novikoff lasteléms,
o tai prieStarauja minétai nuostatai ar bent jau jos generalizavimui [183,184].

Siekiant palyginti skirtingos kilmés natiiraliy junginiy biologinj aktyvuma,
iStyréme SpE ir ArE poveikij kolorektalinio naviko linijy HCT116 ir DLD-1
lasteliy gyvybingumui, onkogeniskumui ir PJ laidumui. Taip pat buvo atlikti
tyrimai su Zzmogaus gimdos kaklelio naviko HeLa lastelémis, stabiliai eks-
presuojanciomis egzogeninius Cx43 ir Cx45; Siose lastelése buvo vertinamas
gyvybingumas, koneksiny ekspresija ir PJ laidumas. Literattiroje apraSomas
spanguoliy ir aronijy ekstrakty poveikis burnos, prostatos ir kolorektalinio
naviko Igsteliy linijoms, taCiau pabréziama, kad jy biologinis aktyvumas
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reik§mingai priklauso nuo paruosimo budo. Kity autoriy tyrimai parode,
kad polifenoliais ir flavonoidais praturtintos spanguoliy ekstrakto frakcijos
slopina navikiniy Igsteliy proliferacijg tiek in vitro, tiek in vivo modeliuose
[102,185]. Taip pat nustatyta, kad spanguoliy ekstraktai gali sukelti navikiniy
lasteliy zutj per skirtingus mechanizmus, jskaitant kaspaziy aktyvinimg, mi-
tochondrijy funkcijos sutrikdyma, autofagijos sukélimg ir oksidacinio streso
moduliavimg [102,103,108,109]. Spanguoliy ekstraktai, kuriuose gausu pro-
antocianidiny, sukélé apoptoze stemplés, plauciy ir kiausidziy naviko lgsteliy
linjjose, o sékly bei sul¢iy ekstraktai slopino proliferacija nuo koncentracijos
priklausomu biidu [99,186]. Kai kurios spanguoliy frakcijos mazina ROS kie-
ki ir aktyvuoja antioksidacinius fermentus, prisidédamos prie lasteliy apsau-
gos nuo oksidacinio streso [107,188]. Tuo tarpu juodyjy aronijy ekstraktas
pasiZymi silpnesniu citotoksiniu poveikiu, tac¢iau reikSmingai slopina prouz-
degiminiy geny COX-2, iNOS ir IL-8 ekspresija [190]. I$ skirtingy Aronia ru-
Siy tik A. melanocarpa ekstraktas reikSmingai slopina kolorektalinio naviko
HT-29 lasteliy augima, o Sie poveikiai koreliuoja su ekstrakty antioksidaciniu
aktyvumu ir fenoliniy junginiy kiekiu [95]. Be to, navikiniy lgsteliy augimo
slopinimas siejamas su didesniu polifenoliy ir flavonoidy kiekiu ekstraktuose
[191]. Nors spanguoliy ekstrakty biologinio aktyvumo mechanizmai naviko
lastelése yra placiai tiriami, duomeny apie aronijy bioaktyviyjy junginiy vei-
kimo mechanizmus triiksta. Nustatyta, kad aronijy ekstraktai ir jy sudedamo-
sios dalys gali slopinti kolorektalinio ir kepeny navikiniy Igsteliy prolifera-
cija, jtakoti lasteliy ciklg ir sukelti apoptoze [94,192]. Atsizvelgiant | tai, kad
tiek spanguoliy, tiek aronijy ekstraktai yra antocianiny ir kity polifenoliy Sal-
tiniai, tikétina, jog Sie junginiai reikSmingai prisideda prie jy biologinio akty-
vumo. Iki Siol néra tiesioginiy moksliniy duomeny apie spanguoliy ar aronijy
ekstrakty poveikj PJTR ar koneksiny ekspresijai, taciau literattiroje aprasyta,
kad polifenoliais, ypac resveratroliu, turtingas vynuogiy sékly ekstraktas pa-
gerino tarplastelinj ry§] MCF-7 lastelése, padidino Cx43 ekspresija ir skatino
koneksiny persiskirstyma 1§ citoplazmos ] plazming membrang [151]. Miisy
tyrimai parode, kad SpE stimuliuoja HeLa Cx45 PJ g, bet neturi jtakos HeLa
Cx43 PJ g,0 ArE slopina HelLa Cx43 PJ g bet neturi jtakos HeLa Cx45 PJ
g (11 pav.). Taip pat SpE (40 pg/ml) sukélé Cx45 ekspresijos padidéjima, tuo
tarpu Cx43 ekspresija buvo reik§mingai padidinta su visomis tirtomis SpE
koncentracijomis (12 pav.), ta¢iau nenustatéme Cx43 ir Cx45 PJP padidéjimo
(13 pav.). SpE ir ArE nesukélé PJ laidumo pokyc¢iy HCT116 ir DLD-1 lasteliy
linijose (10 pav.), tac¢iau didelémis koncentracijomis pasizyméjo citotoksiniu
poveikiu. HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy linijose SpE slopino
proliferacija nepriklausomai nuo Cx ekspresijos ir tipo (14 pav.).

Siekiant giliau suprasti bioaktyviy junginiy poveikio mechanizmus, toli-
mesni tyrimai buvo vykdomi analizuojant vieno i$ daznai sutinkamo auga-
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liniy ekstrakty ir eteriniy aliejy sudétiniy junginiy polifenolio resveratrolio
poveikj. Nustatéme, kad resveratrolis sukélé nuo laiko ir koncentracijos pri-
klausancius Cx43 ir Cx45 ekspresijos, fosforilinimo, PJP dydzio, laidumo
bei HeLa lasteliy gyvybingumo pokyc¢ius. Lyginamoji Cx43 ir Cx45 analizé
parodé, kad resveratrolis slopina PJTR Cx43 ekspresuojanciose lgstelése, ta-
&iau jj stimuliuoja Cx45 ekspresuojanciose lastelése (16 pav.). Sj dvilypj po-
veik] bent i§ dalies galima paaiskinti molekulinio modeliavimo duomenimis,
atskleidusiais, kad Cx45 pasizymi dviem skirtingais, didesnio ir mazesnio
giminingumo, resveratrolio dokinimo profiliais, tuo tarpu Cx43 atveju nusta-
tytas tik mazesnio giminingumo dokinimo profilis (18 pav.). Tarplastelinio
ry$io pokyc¢iai daznai siejami su koneksiny ekspresijos lygio ir PJP dydzio
poky¢iais [194]. Paprastai tik nedidelé¢ dalis PJ, sudaranc¢iy PJP, yra funkcis-
kai aktyvios, kaip tai buvo parodyta Cx43 [156], Cx45 [65], Cx57 [64,195]
ir Cx36 [157] atvejais. PJP padidéjimas nebiitinai garantuoja bendro jy laidu-
mo padidé¢jimg. Veikimas resveratroliu 24 val. sumazino pradinj PJ laiduma
(17A pav.), taciau netiketai §j poveikj lydéjo PJP padidéjimas HelLa Cx43
lastelése (21 pav.), o tai leidZia manyti, kad galéjo sumazéti PJP funkcinis
efektyvumas. HelLa Cx45 Igstelése pradinis g 18liko nepakites (17B pav.), o
PJP didéjo (22 pav.). PJ laidumo poky¢iai kartu su koneksiny ekspresijos, PJP
dydzio ir koneksiny apykaitos moduliavimu yra sudétingas procesas, kuriame
fosforilinimas yra vienas svarbiausiy reguliaciniy mechanizmy. Pavyzdziui,
S279/282 liekanos fosforilinimas siejamas su sumazéjusiu laidumu, pS373
didina Cx43 kiekj plazmin¢je membranoje ir skatina PJP didéjima, o S368
fosforilinimas dalyvauja PJ apykaitos dinamikoje, veikdamas jy susidaryma,
internalizacija ir degradavimg [48]. Misy gauti rezultatai i§ esmés atitinka
anksciau publikuotus duomenis: Cx43 PJ laidumo sumazéjima (16 pav.) ly-
déjo padidéje Cx43 pS282 ir pS279 lygiai (19 pav.), o S373 fosforilinimas
(19 pav.) Iémé didesniy Cx43 PJP susidarymg (21 pav.).

PJTR efektyvumas gali priklausyti nuo Cx43 fosforilinimo, kuris veikia
PJ susidaryma, agregacijg j PJP ir jy apykaitg [48,178]. Dauguma koneksi-
ny yra fosforilinami specifinése vietose jvairiy kinaziy, o skirtingy kinaziy
tarpusavio sgveika gali lemti galutinj lgstelés atsakg [158,196]. Yra Zinoma,
kad resveratrolis moduliuoja Cx43 fosforilinimg aktyvindamas MAPK ir
PI3K/Akt signalinius kelius [197-199]. ERK1/2 fosforilinimas yra esminé
MAPK signalinés kaskados dalis, reguliuojantis Igsteliy i§gyvenamuma, pro-
liferacijg ir ziiti. Resveratrolis $j signalinj kelig moduliuoja priklausomai nuo
konteksto — jis gali biti tiek aktyvinamas, tiek slopinamas, atsizvelgiant }
ligos pobiidj ar lasteliy tipa [171,200]. Mes nustatéme, kad ERK1/2 aktyva-
cija yra susijusi su lasteliy gyvybingumu, nes po veikimo didziausia naudota
resveratrolio koncentracija (24 val., 100 uM) pERK1/2 lygis pasieké pika
(23 pav.), tuo tarpu Igsteliy gyvybingumas sumazéjo (24 pav.). Resveratrolis
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labiau slopino Cx43 ir Cx45 ekspresuojanciy HeLa Igsteliy gyvybinguma,
palyginti su HeLa WT lastelémis, kurios neekspresuoja PJ. Sie rezultatai yra
panasis | kity tyrimy duomenis, kuriuose, pasitelkiant HeLa Igsteles, ekspre-
suojancias egzogeninius Cx37, Cx40 ir Cx43, buvo parodyta, kad tarplas-
telinio rysio proapoptotinis poveikis priklauso nuo koneksino tipo, o HelLa
Cx43 lastelés buvo jautriausios streptonigrino veikimui. Be to, autoriai nu-
rodo, kad proapoptotiniai signalai, perduodami per PJ nuo IP3 priklausomu
mechanizmu, padidina Cx43 ir Cx40 koneksiny ekspresija, ta¢iau neturi po-
veikio Cx37 [201]. Vienas iS reikSmingy musy tyrimo rezultaty yra tai, kad 1
uM resveratrolio paskatino HeLa Cx43 lasteliy proliferacija (24C pav.). Sis
rezultatas leidzia manyti, kad resveratrolis gali pasizyméti nuo koncentracijos
priklausomu dvilypiu poveikiu: mazesnés koncentracijos gali skatinti lgsteliy
proliferacija, o didesnés gali ja slopinti. Daugelis polifenoliniy ekstrakty ir
grynyjy polifenoliy, tokiy kaip kvercetinas ar kurkuminas, nuo koncentraci-
jos priklausomu biidu sukelia apoptoze¢ ir mazina navikiniy Igsteliy gyvybin-
guma, tuo tarpu pasizymi menku poveikiu normalioms Igsteléms arba visai
juy neveikia [202-204]. Resveratrolis taip pat pasizymi dvilypiu veikimu —
sveikose lgstelése jis apsaugo nuo apoptozés, o navikinése Igstelése veikia
citotoksiskai [205,206]. Pazymétina, kad proliferacijg skatinantis resveratro-
lio poveikis buvo parodytas T47D Zmogaus kriities naviko lgstelése, nes tam
tikrais atvejais resveratrolis gali veikti kaip fitoestrogenas [207]. Paprastai
resveratrolis veikia kaip naviky augima slopinanti medziaga, ta¢iau tam tikro-
se estrogenams jautriose zmogaus krities naviko lastelése, priklausomai nuo
estrogeny receptoriy izoformy, jis gali veikti kaip estrogeny agonistas ir taip
skatinti Igsteliy augima.

Be jau anksciau apraSyty mechanizmy, yra duomeny, kad resveratrolis gali
suardyti tubulino tinkla, slopindamas tubulino polimerizacijg [208-210]. Pri-
klausomai nuo koncentracijos, resveratrolis gali paveikti aktino citoskelets.
Yra nustatyta, kad aktinas gali biiti suardomas MDA-MB-231 kriities naviko
lastelése [211], taip pat resveratrolis gali skatinti aktino kaupimasi pazeistose
vietose peliy C2C12 mioblastuose [212]. Mikrotubuliy ir aktino citoskeletas
yra svarbus puskanaliy transportavimui | plazming membrang, tinkamai jy
lokalizacijai ir PJP stabilizavimui [213]. Miisy duomenys rodo, kad resve-
ratrolis nesuardé nei aktino citoskeleto, nei tubulino tinklo HeLa lastelése,
nepriklausomai nuo koneksino buvimo ar jo tipo (27 pav.). Vis délto negalime
atmesti galimybés, kad resveratrolis galéjo paveikti kity su koneksiny pernasa
susijusiy veiksniy, tokiy kaip karkasinis baltymas ZO-1 [214], motoriniai bal-
tymai, pavyzdziui, dineinas [215], GTPaz¢ dinaminas 2 [216], E-kadherinas
ar N-kadherinas [217].

Lasteliy ilgalaikio vaizdinimo tyrimai parodé, kad resveratrolis stabiliza-
vo HelLa Cx43 PJP, tod¢l jy internalizacijos greitis, lyginant su kontrole, su-
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mazéjo tris kartus (28 pav.). Sis rezultatas sutampa su ankstesniais tyrimais,
rodanciais, kad genotoksinis stresas sulétina Cx43 PJP internalizacija pirmi-
nése galvijy ragenos endotelio lastelése, kurios buvo transfekuotos Cx43 GFP
[174]. PJP dydis ir jy gyvavimo trukmé yra glaudziai susij¢ su lizosominés
degradacijos keliu, o jo sutrikdymas gali paveikti PJP stabiluma [176]. Mes
iSkeéléme hipoteze, kad resveratrolis galéty aktyvuoti Cx43 PJ lizosoming de-
gradacijg, taCiau statistiSkai reikSmingy pokyc¢iy nenustatéme (29A,B pav.).
Be to, tik¢jomes, kad PJP padid¢jimas lems sustipréjusj PJTR, vis délto po
24 val. poveikio 10 uM resveratroliu Cx43 laidumas sumazéjo (17A pav.). Sj
reiskinj galima paaiskinti misy ankstesniais stebéjimais, jog didelis bendras
PJ skaicius PJP néra susijes su PJP funkciniu efektyvumu, nes tik nedidelé
dalis PJP sudaranciy PJ yra funkcionalios, o per didelis PJP ,,apkrovimas* PJ
kanalais gali netgi pabloginti jy PJP funkcinj efektyvuma.

Resveratrolis nesukélé reikSmingy pokyc¢iy DLD-1 lgsteliy PJTR, taciau
10 uM resveratrolio padidino PJ laidumg HCT116 lastelése (31 pav.). Res-
veratrolis priklausomai nuo koncentracijos didino Cx43 baltymo ekspresija
abiejose kolorektalinio naviko Igsteliy linijose, taciau tik didesnés koncentra-
cijos (10 ir 100 uM) slopino Igsteliy proliferacija ir mazino gyvybinguma (33
pav.), o 100 uM visiskai sustabdé kolonijy formavimasi (34 pav.). Gauti re-
zultatai atitinka kity autoriy duomenis, rodancius, kad didesnés resveratrolio
koncentracijos reikSmingai mazina HCT116 lasteliy proliferacijg ir gyvybin-
guma [123]. Be to, literatiiroje nurodoma, kad resveratrolis gali moduliuoti
PJ funkcijg ir didinti Cx43 ekspresija HCT116 lastelése, prisidédamas prie Siy
lasteliy augimo slopinimo [177].

Daugelio patologiniy biikliy metu, tokiy kaip Sirdies ir kraujagysliy, neu-
rodegeneracinés, uzdegiminés, autoimuninés bei kvépavimo sistemos ligos
ir navikai, stebimas padid¢jes ROS kiekis, kuris sukelia oksidacinj stresa,
pazeidzia audinius ir skatina ligy progresavima. Atsizvelgiant j tai, kad resve-
ratrolis skirtingai veikia Cx43 ir Cx45 PJ g siekéme istirti, ar preinkubacija
su resveratroliu keicia lgsteliy gyvybinguma H-O: sukelto oksidacinio streso
salygomis. Tokiu biidu iStyréme, kaip patologinémis salygomis resveratrolis
galéty paveikti skirtingy tipy koneksinus ekspresuojancias Igsteles. Trumpa-
laiké preinkubacija resveratroliu nekeité HeLa WT ir HeLa Cx43 lasteliy gy-
vybingumo po H20: poveikio, lyginant su vien H20: paveiktomis Igstelémis,
taciau didino HeLa Cx45 lasteliy jautrumg H2O: sukeltam stresui (30 pav.).
Siuos rezultatus galima paaiskinti remiantis PJ laidumo tyrimy duomenimis,
nes resveratrolis prieSingai moduliuoja Cx43 ir Cx45 PJ laidumg — slopina
Cx43 PJ g ir stimuliuoja Cx45 PJ g (16 pav.). D¢l resveratrolio stimuliuo-
jancio poveikio Cx45 PJ, proapoptotiniai signalai gal¢jo buti perduodami
efektyviau. Ilgalaiké preinkubacija su 1 ir 10 uM resveratroliu neveiké HelLa
Cx45 lasteliy gyvybingumo, tafiau preinkubacija su 100 uM resveratrolio
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sukele didesne Igsteliy apoptoze, nei vien su H202 paveiktomis lgstelémis.
HeLa Cx43 lastelése preinkubacija su visomis tirtomis resveratrolio koncen-
tracijomis mazino Igsteliy gyvybinguma. Sie lasteliy gyvybingumo poky¢iai
galéjo biiti sukelti nepriklausomai nuo tiesioginés PJTR reguliacijos, nes ne-
koreliuoja su PJ laidumo tyrimy duomenimis. Siuos rezultatus galéjo lem-
ti tai, kad resveratrolio poveikis yra priklausomas nuo trukmés — poveikio
trukme gali aktyvuoti skirtingus signalinius kelius ir lemti nevienodg Igsteliy
atsaka [219]. Gauti duomenys rodo, kad resveratrolis veikia kaip nuo Cx tipo
priklausantis moduliatorius, o oksidacinio streso salygomis gali veikti skir-
tingai, nuo apsaugancio iki Iasteles jautrinancio poveikio, priklausomai nuo
koncentracijos ir poveikio trukmés.

Nors resveratrolis pasizymi reikSmingu biologiniu aktyvumu in vitro esant
santykinai dideléms koncentracijoms (=100 uM), keli tyrimai, jskaitant ir
misy paciy, parodé biologinj poveikj ir esant mazesnéms koncentracijoms
[220-222]. Pazymétina, kad misy tyrime resveratrolio poveikis buvo stebi-
mas, net esant 1-10 uM koncentracijoms. Vis délto Sios koncentracijos yra
gerokai didesnés nei lygis plazmoje, paprastai pasiekiamas po geriamojo
resveratrolio papildy ar resveratrolio turin¢iy produkty, tokiy kaip raudonasis
vynas, vartojimo, kuris dazniausiai nevirsija 0,02 uM resveratrolio [223,224].
Sie farmakokinetiniai apribojimai atspindi greitg resveratrolio metabolizma
(pusinio paSalinimo laikas ~ 9 val.) ir pasiSalinimg i§ organizmo, dél ko bio-
logiskai aktyvios koncentracijos kraujotakoje iSlieka trumpg laikg. Remiantis
ankstesniais duomenimis, intensyvus resveratrolio metabolizmas zarnyne ir
kepenyse lemia tai, kad pirminio junginio biologinis prieinamumas siekia tik
apie 1 % [225]. Taciau negalima atmesti didesniy resveratrolio koncentracijy
susikaupimo lasteliy citoplazmoje, kas iki $iol néra pilnai iStirta. Pvz., dél
savo lipofiliSkumo resveratrolio koncentracijos audiniuose gali virSyti plaz-
moje nustatomas koncentracijas [226]. Sis reiskinys taip pat buvo parody-
tas pacientuose, serganciuose kolorektaliniu naviku, o tai reiskia, kad storoji
zarna gali buti perspektyvus chemoprevencijos taikinys vartojant geriamajj
resveratrol] [227]. Idomu tai, kad kai kurie tyrimai rodo, jog resveratrolio
biologin; prieinamumg galima padidinti naudojant aktyvesnius jo analogus,
pavyzdziui, SRT501 [228], arba taikant pazangias tiekimo sistemas, tokias
kaip liposominé inkapsuliacija [229], nanodalelés ir nanoemulsijos. Sios stra-
tegijos pagerina junginio tirpuma, stabilumg ir sisteminj pasiskirstyma orga-
nizme, taip didindamos jo terapinj potencialg [230,231].

Augaliniy ekstrakty sudétj ir aktyvuma lemia pasirinktas ekstrakcijos me-
todas, naudojamas tirpiklis, ekstrakcijos trukmée ir temperatiira, taip pat au-
galings zaliavos kilmé, augimo salygos bei surinkimo laikas [232]. D¢l $iy
priezasCiy net to paties augalo ekstraktai gali reikSmingai skirtis savo biolo-
giniu poveikiu. Svarbu pazyméti, kad ekstrakty poveikis daznai yra bendras,
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kompleksinis, nulemtas ne vienos pavienés veikliosios medziagos, o keliy ar
daugelio komponenty tarpusavio sgveikos. Atskiros ekstrakte esancios me-
dziagos gali veikti sinergiskai, sustiprindamos bendra biologinj efekta, arba
antagonistiskai, silpnindamos viena kitos poveikj. Tod¢l ekstrakto aktyvumas
neatspindi pavieniy junginiy poveikio, o tyrimy rezultatus gali biiti sudétinga
tiesiogiai interpretuoti. Taip pat, skirtingos ekstrakto frakcijos gali pasizyméti
nevienodu biologiniu aktyvumu ar net prieSingu poveikiu tiriamiems lgsteli-
niams procesams. Augaliniy ekstrakty naudojimas suteikia vertingos infor-
macijos apie jy galimg biologinj poveikj, bet rezultaty interpretacija turéty
buti atlieckama atsizvelgiant j ekstrakty sudéties kintamumg ir kompleksinj
veikimo pobudi.

Atsizvelgiant | augant] susidoméjima biologiSkai aktyviais augalinés kil-
meés junginiais ir antioksidaciniais polifenoliais, tiek kaip mitybos kompo-
nentais, tiek kaip vertingais maisto pramonés Salutiniais produktais, musy
gauti rezultatai gali biiti reikSmingi. Tinkamas tarplastelinis rySys yra biitinas
palaikant audiniy vientisumg ir iSvengiant patologiniy procesy. Miisy duo-
menys prisideda prie geresnio supratimo, kaip biologiskai aktyvios augalinés
kilmés medziagos gali palaikyti 1asteliy funkcijas moduliuvodamos PJTR.
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ISVADOS

. Muskato eterinis aliejus slopina metaboling komunikacija tarp Novi-
koff lgsteliy ir sumazina jy gyvybinguma, proliferacija bei kolonijy for-
mavimosi potencialg. Palyginti su Cx43, muskato eterinis aliejus turi
silpnesnj poveikj Cx45 plySiniy jungéiy laidumui.

. Spanguoliy ir aronijy iSspaudy ekstraktai didelémis koncentracijomis
pasizymi citotoksiniu poveikiu HCT116 ir DLD-1 lasteléms bei slopi-
na jy kolonijy formavimasi. Spanguoliy ir aronijy iSspaudy ekstraktai
neturi poveikio HCT116 ir DLD-1 lgsteliy Cx43 plySiniy jungciy pra-
diniam laidumui.

. Aronijy isSpaudy ekstraktas slopina Cx43 plySiniy jungciy laiduma,
bet neturi jtakos Cx45 PJ laidumui, o spanguoliy iSspaudy ekstrak-
tas stimuliuoja Cx45 plySiniy jung€iy laiduma, bet neturi jtakos Cx43
plySiniy jungc€iy laidumui. Spanguoliy i§spaudy ekstraktas sukelia Cx43
ir Cx45 baltymy ekspresijos padidéjima, bet nekeicia Cx43 ir Cx45 ply-
Siniy jungciy ploksteliy dydzio.

. Resveratrolio poveikis priklauso nuo poveikio trukmeés, koncentracijos
ir ekspresuojamo koneksino tipo HeLa Iastelése. Resveratrolis slopina
Cx43 plysiniy jungéiy laiduma, taciau Cx45 plySiniy jung€iy laidumui
turi dvilypj poveikj, kuris gali biiti siejamas su skirtingomis resveratro-
lio dokinimosi prie koneksiny charakteristikomis. Resveratrolis sukelia
Cx43 fosforilinimo poky¢ius, Cx43 ir Cx45 baltymy ekspresijos ir ply-
Siniy jungciy ploksteliy padidéjimag, aktyvuoja ERK1/2 signalinj kelig
ir slopina HeLa WT, HeLa Cx43 ir HeLa Cx45 lasteliy gyvybinguma
ir proliferacija.

. Resveratrolis nekei¢ia DLD-1 plySiniy jungciy pradinio laidumo, ta-
¢iau didina HCT116 plySiniy jung¢iy pradinj laiduma bei sukelia Cx43
ekspresijos padidéjima abiejose kolorektalinio naviko Iasteliy linijose.
Resveratrolis mazina HCT116 ir DLD-1 lasteliy gyvybinguma ir proli-
feracija, taip pat slopina kolonijy formavimosi potencialg.
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INTRODUCTION

Natural biologically active substances are increasingly recognized in
biomedical research for their potential therapeutic effects and significance
for human health. Plant extracts contain a wide range of biologically active
compounds, such as polyphenols, flavonoids, tannins, terpenoids, phenolic
acids, saponins, alkaloids, and polysaccharides. Plant extracts are characterized
by high structural diversity and complex mechanisms of action, and many of
them exhibit antioxidant, cardioprotective, and neuroprotective functions, as
well as chemopreventive and anticancer properties [1]. Biologically active
substances from plants are generally associated with lower cytotoxicity and
are better tolerated by normal cells; therefore, they are considered promising
candidates for both fundamental and applied biomedical research [2].

Considering the importance of intercellular communication in these
physiological processes, this study focuses on the effects of plant extracts and
one of their commonly occurring components, resveratrol, on gap junctions
(GJs), which are formed by connexins (Cx). These structures enable the direct
transfer of electrical, metabolic, and genetic signals between cells and play an
essential role in maintaining normal organ function and development [3,4].
Impaired intercellular communication through GJ (GJIC) can contribute to
the progression of cardiovascular and neurological diseases as well as tumor
development [5-7].

One of the most extensively studied connexins is Cx43, which is closely
related to its widespread distribution in the human body. This protein is found
in most tissues, including the heart, skin, brain, liver, kidneys, and others
[8]. Cx45 is also present in the cardiac conduction system and the central
nervous system [9,10]. However, studies on Cx45 are limited because animals
with a knocked-out gene usually do not survive until birth and die during
the embryonic stage [11]. Although there is evidence regarding the effects
of plant extracts and their components on Cx43 expression [12], their direct
effects on the electrical conductance and permeability of Cx43 GJs to various
molecules have not been sufficiently investigated. Currently, the literature
contains only a limited number of direct studies examining the effects of
bioactive compounds on intercellular communication through Cx45 GlJs.
Nevertheless, it has been shown that plant extracts [13] may have beneficial
effects on the cardiovascular system and cerebral circulation, in which Cx45
plays an important role.

Plant extracts consist of numerous biologically active substances that
may act synergistically and modulate GJ function through multiple signaling
pathways simultaneously. In the development of targeted therapeutic
strategies for various diseases, it is important to determine which substances

86



have the greatest potential to regulate GJIC and other cellular processes.
Studies investigating the mechanisms by which bioactive substances regulate
the functions of Cx43 and Cx45 are essential for identifying new potential
modulators of GJs, while also evaluating their selectivity for different Cxs
and their possible effects on cell viability and other cellular functions.

For this purpose, we carried out the first comparative study of biologically
active substances from plants (nutmeg essential oil (NEO), as well as
cranberry (CrE) and chokeberry (ChE) pomace extracts) and resveratrol on
the properties of GJIC mediated by Cx43 and Cx45 GlJs.

Aim of the study

To investigate the effects of biologically active substances from plants on
the properties of Cx43 and Cx45 gap junctions and cancer cell viability.

Objectives of the study

1. To examine the effect of nutmeg essential oil on Novikoff cell
oncogenicity and metabolic communication through endogenous Cx43
gap junctions and compare its effect on Cx43 and Cx45 gap junction
conductance.

2. To investigate the effects of cranberry and chokeberry pomace extracts
on Cx43 gap junction conductance and the oncogenicity of colorectal
cancer cells (HCT116 and DLD-1).

3. To assess the effect of cranberry pomace extract on HeLa WT, HeLa
Cx43, and HeLa Cx45 cell gap junctions and viability.

4. To determine the effect of resveratrol on the HeLa WT, HeLa Cx43, and
HeLa Cx45 cell gap junctions and oncogenicity.

5. To determine the effect of resveratrol on HCT116 and DLD-1 cell gap
junctions and oncogenicity.

Scientific novelty of the study

In this study, a comparative analysis of the effects of several biologically
active substances from plants and a commonly occurring compound within
them, resveratrol, on the properties of GJs formed by Cx43 and Cx45 was
performed for the first time. It was found that NEO inhibits the conductance
of both Cx43 and Cx45 GlJs. For the first time, we demonstrated that CrE
and ChE exhibit a selective, connexin-type dependent effect: CrE stimulates
Cx45 GJs but does not affect Cx43 GJs, whereas ChE inhibits Cx43 GlJs
but does not affect Cx45 GJ conductance. To evaluate the impact of GJIC
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on tumorigenic potential, we investigated the effects of these extracts on the
viability and oncogenicity of different types of cancer cells.

The study of one of the biologically active components of CrE, resveratrol,
was performed, revealing that it inhibited Cx43 GJ conductance (gj), while
exerting a biphasic effect on Cx45 GJ g depending on the concentration,
resveratrol displayed both inhibitory and stimulatory effects. The potential
mechanisms underlying this effect of resveratrol were elucidated using
molecular modeling approaches. We found that in HeLa cells, resveratrol
induced time-, dose-, and Cx-type dependent changes: it increased Cx
expression and GJ plaque (GJP) size, activated the ERK1/2 signaling pathway,
and promoted Cx43 phosphorylation, which is associated with reduced cell
viability and proliferation. Cells expressing Cx43 or Cx45 were more sensitive
to the effects of resveratrol than wild-type HeLa cells.

A key novel aspect of this study is the assessment of the effects of
biologically active substances were evaluated using direct electrophysiological
measurements, specifically the dual whole-cell patch-clamp technique, which
allows quantitative assessment of changes in GJ g This approach differs
from the indirect molecular methods most commonly used in literature. The
obtained results reveal the potential of biologically active substances from
plants, particularly resveratrol, as selective modulators of GJIC and provide
a basis for their application in both fundamental and clinical studies aimed at
targeted regulation of cell-cell interactions.

MATERIALS AND METHODS

Cell lines and culture conditions. Experiments were conducted on HeLa
cells (ATCC CCL-2) stably transfected with either mouse or rat wild-type
Cx45 and Cx43, or with tagged enhanced green fluorescent protein (EGFP).
Additionally, Novikoff rat hepatoma cells expressing endogenous Cx43 were
used. All cell lines were generously provided by the late Dr. F. Bukauskas
(Albert Einstein College of Medicine, New York, NY, USA). Cells were
cultured in DMEM containing 10 % fetal bovine serum (FBS) and a mixture
of 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany). DLD-1 and HCT116 colorectal carcinoma cells (ATCC
CCL221 and CCL247) were cultured in RPMI medium supplemented with
10 % FBS and 100 U/mL penicillin/100 pg/mL streptomycin. All cell lines
were maintained at 37 °C in a humidified atmosphere with 5 % CO.. CrE
and ChE were dissolved in RPMI medium and filtered through a 0.22 pm
filter. NEO was diluted in DMSO, and its effects were investigated using
dilution factors (d.f.) 1x10°%, 1x10% 1x10°and 1x10°, which were equivalent
to 794, 79.4, 7.94 and 0.794 ng/ml. trans-resveratrol (Cat no. R5010) stock
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solution was prepared in DMSO (100 mM). The solvent was found to have no
effect on the evaluated parameters. All reagents were purchased from Sigma-
Aldrich unless otherwise stated.

Preparation of NEQO. The extraction and chemical composition analysis
of NEO were carried out by researchers at the Department of Drug Technology
and Social Pharmacy, Faculty of Pharmacy, Lithuanian University of Health
Sciences. NEO was extracted from seeds of Myristica fragrans collected
in Grenada during the period from June to August. The essential oil was
obtained by hydrodistillation using a modified Clevenger-type apparatus. A
ratio of nutmeg powder, distilled water, and magnesium aluminometasilicate
(5:100:1) was selected to ensure optimal extraction yield and compound
identification conditions. The mixture was heated in a round-bottom flask
at 120 °C in a glycerol bath. Hydrodistillation was carried out for 4 h, after
which the colorless essential oil was collected. The oil was stored in an airtight
container at 4 °C until use. The composition of NEO is presented in Table 2.

Preparation of CrE and ChE. The preparation and composition analysis
of cranberry and chokeberry pomace extracts were carried out by researchers
at the Department of Food Science and Technology, Faculty of Chemical
Technology, Kaunas University of Technology. Freshly mechanically pressed
pomace of black chokeberries (Aronia melanocarpa L.) was obtained
from the company Obuoliy namai (Kaunas, Lithuania), frozen cranberries
(Vaccinium oxycoccos L.) were kindly donated by the company Fudo (Kaunas,
Lithuania). Cranberry and chokeberry pomaces were frozen at —40 °C and
freeze-dried using a “Sublimator 40” system (Zirbus Technology, Germany)
at —50 °C and 0.5 mbar pressure. The dried pomace was ground and defatted
by supercritical CO: extraction using a 10 L extractor (Applied Separations,
USA). Subsequently, the samples were loaded into 50 mL extraction cells
and extracted with pressurized ethanol using an ASE350 accelerated solvent
extraction system (Dionex, USA) at 10.3 MPa pressure and 83 °C. Extraction
was performed in three 15 min cycles. Ethanol was removed from the extract
using a rotary evaporator, and the obtained extract was stored at —20 °C.
The composition of cranberry and chokeberry pomace extracts is presented
in Table 3.

Quantitative analysis of resveratrol in CrE by HPLC. Quantitative
analysis of resveratrol in CrE was performed using the UHPLC-ESI-MS/MS
method. An Acquity H-class liquid chromatograph (Waters, Milford, MA,
USA) coupled with a Xevo TQD mass spectrometer (Waters, Milford, MA,
USA) was used. Chromatographic separation was carried out on a YMC Triart
C18 column (100 A, 1.9 um, 100 x 2.0 mm) (YMC, Kyoto, Japan) equipped
with a pre-column. The column was maintained at a constant temperature
of 40 °C. The mobile phase consisted of eluent A (0.1 % aqueous formic
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acid solution) and eluent B (acetonitrile). Initial elution conditions of 95 %
A and 5 % B were maintained for 1 min. Up to 5 min, the composition was
changed to 70 % A, and by 7 min to 50 % A. From 7.5 to 8 min, 0 % A was
maintained, and at 8.1 min the system was returned to the initial conditions.
The total run time of gradient elution was 10 min. The flow rate was
0.5 mL/min, and the injection volume was 1 pL. Mass spectrometric
conditions were as follows: negative electrospray ionization mode, capillary
voltage 2500 V, source temperature 150 °C, desolvation temperature 500
°C, and desolvation gas flow rate 800 L/h. Phenolic compound peaks were
analyzed in multiple reaction monitoring mode. Quantification of resveratrol
was performed based on the relationship between the analyte peak area and
its concentration in the test solution using a calibration equation.

Molecular docking. Molecular docking was carried out as described
previously. The human Cx43 structure (PDB ID 7F94), featuring the 1164V
mutation incorporated using ChimeraX software (v. 1.6.1), was adapted to
represent the rat Cx43 (rCx43) structure for molecular docking. The resultant
Cx43 model underwent validation by ProSA and Procheck (v. 3.5.4). The
mouse Cx45 (mCx45) structure was modeled with AlphaFold 2 and validated
with an internal validation score. The 3D molecular structure of resveratrol
was downloaded from the PubChem database. Molecular docking was
performed using Utilizing Smina software (v. Oct 15, 2019) alongside a
customized Vina scoring function. To prevent the placement of symmetric
docking conformations within neighboring subunits, the docking software
was configured to use two adjacent Cx43 hemichannel subunits. The random
seed was steadily set to one. The most favorable nine docking conformations
were recorded. Two-dimensional docking images were created with LigPlot+
(v. 2.2.9) software.

Electrophysiological measurements. For electrophysiological recor-
dings, the cells grown onto glass coverslips were transferred to an experi-
mental chamber with constant flow-through perfusion mounted on the
stage of the inverted microscope Olympus IX81 (Olympus Europa Holding
GmbH, Hamburg, Germany) equipped with the Orca-R2 cooled digital
camera (Hamamatsu Photonics K.K., Japan). Junctional conductance (g)
between contiguous cells was measured using the dual whole-cell patch-
clamp technique. Cell-1 and Cell-2 of a cell pair were voltage clamped
independently with the patch-clamp amplifier MultiClamp 700B (Molecular
Devices, Inc., USA) at the same holding potential, V| = V,. Voltages and
currents were digitized using the Digidata 1440A data acquisition system
(Molecular Devices, Inc., USA) and acquired and analyzed using pClamp
10 software (Molecular Devices, Inc., USA). By stepping the voltage in the
Cell-1 (AV1) and keeping the other constant, junctional current was measured
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as the change in current in the unstepped Cell-2, I =Al,. Thus, g was obtained
from the ratio —IJ./AVI, where AV | is equal to transjunctional voltage (V)),
and a negative sign indicates that the junctional current measured in the
Cell-2 is oppositely oriented to the one measured in the Cell-1. To minimize
the effect of series resistance on the measurements of g, we maintained
pipette resistance below 3 QM. Patch pipettes were pulled from borosilicate
glass capillary tubes with filaments. Experiments were performed at room
temperature in a modified Krebs-Ringer solution (in mM): NaCl, 140;
KCl, 4; CaCl,, 2; MgCl,, 1; glucose, 5; sodium pyruvate, 2; HEPES, 5 (pH
7.4). Patch pipettes were filled with saline containing (in mM): KCI, 130;
sodium aspartate, 10; MgATP, 1; MgCl,, 1; CaCl,, 0.2; EGTA, 2; HEPES, 5
(pH = 7.3). Before measuring the initial g, cells that were incubated with
resveratrol for 24 h were perfused 30 min with control solution.

Flow cytometry. Initially, 5 x 10* cells were seeded in a 12-well plate per
well in 1 mL of complete medium. Cells were treated with test compounds
for 15 min or 24 h, then washed twice with PBS, trypsinized, and collected
by centrifugation. Subsequently, cells were maintained with Guava Nexin®
Reagent (Millipore, Burlington, MA, USA) at room temperature for 20 min
according to the manufacturer’s instructions. Analysis of the samples was
performed using a Guava® easyCyte™ HT flow cytometer (Millipore, USA),
and the data were analyzed by GuavaSoft 2.2.3 InCyte software.

Colony formation assay. Cells were seeded in triplicates at a density
of 1 x 10* cells/mL in 12-well plates. Cells were treated with NEO for 5
days, and CrE, ChE, and resveratrol treatments were applied for 7 days.
The cell colonies were fixed with 96 % of ethanol and stained with 0.5 % of
crystal violet solution [37]. Samples were documented with Syngene G:Box
(Cambridge, UK) and analyzed using GeneTools from Syngene software.

Western blot analysis. Cells were lysed in ice-cold cell extraction buffer
(Invitrogen, USA) supplemented with 1 mM PMSF (Abcam, Cambridge,
UK), 20 ul/mL protease inhibitor cocktail, and 10 ul/mL phosphatase inhi-
bitor cocktail (both from Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) for 30 min.
Lysates were centrifuged at 13000 rpm for 10 min at 4 °C. Total protein
concentration was determined using a Qubit® protein assay kit and a Qubit 3.0
fluorometer (Invitrogen, USA). Proteins were separated by Bolt™ 4 %—12 %
Bis-Tris plus gels (Invitrogen, USA) and transferred onto PVDF membranes
(Millipore, USA). Membranes were incubated for 1 h with primary antibodies
against Cx45 (40-7000; Invitrogen, USA), Cx43 (C6219; Sigma-Aldrich,
Steinheim, Germany), phospho-Cx43 (S368) (PA5-118544; Invitrogen,
USA), phospho-Cx43 (S282) (PA5-64641; Invitrogen, USA), phospho-Cx43
(S279) (PA5—64640; Invitrogen, USA), phospho-Cx43 (S373) (PA5-64670;
Invitrogen, USA), ERK1/2 (MAS5-15134; Invitrogen, USA), phospho-ERK 1/2
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(MAS5-15173; Invitrogen, USA), and GAPDH (AM4300; Invitrogen, USA).
Protein detection was performed using a WesternBreeze® chemiluminescent
kit (Invitrogen, USA) according to the manufacturer’s instructions. Bands
were visualized using the G:Box Chemi Gel Documentation system (Syngene,
USA).

Immunocytochemistry. Cells were cultured on sterile glass coverslips
and fixed with 4 % paraformaldehyde for 15min at room temperature.
After washing, cells were permeabilized with 0.2 % Triton X-100 in PBS
for 3 min. Samples then were incubated for 1 h at 37 °C with the following
primary antibodies, diluted in 1 % BSA/PBS: rabbit anti-Cx43 (1:50; C6219,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany), mouse anti-Cx43 (1:50; 610061, BD
Biosciences, USA), rabbit anti-Cx45 (1:50; 40-7000, Invitrogen, USA),
and rabbit anti-phospho-Cx43 (S373) (1:50; PA5-64670, Invitrogen, USA).
After washing with 1 % BSA in PBS, the cells were incubated for 30 min
at 37°C in the dark with fluorophore-conjugated secondary antibodies:
donkey anti-rabbit IgG (H&L) conjugated to fluorescein, goat anti-mouse
IgG (H&L) conjugated to fluorescein, and donkey anti-rabbit IgG (H&L)
conjugated to Cy5 (all secondary antibodies were used at a dilution of 1:125;
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). F-actin was labeled by incubating
cells with Alexa Fluor™ 594 phalloidin (A12381, Invitrogen, USA) for 30
min. Coverslips were attached with a Vectashield Mounting Medium with
DAPI (Vector Laboratories, CA, USA). The analysis was performed with
an Olympus IX83 inverted confocal microscope (Olympus Europa Holding
GmbH, Hamburg, Germany). For the estimation of GJ plaque size, 3D images
were obtained as Z-stacks at 0.25 um intervals. The estimation of GJ plaque
surface area (um?) was performed using Fiji/lmage] 3D Object Counter
software, where at least 3 zones were analyzed from 3 biological replicates,
and no less than 100 GJ plaques were analyzed for each condition.

Live cell and time-lapse imaging. Live cell imaging was carried at 37
°C with 5 % CO, using an incubation system INUBG2E-ONICS (Tokai Hit,
Shizuoka-ken, Japan) with an incubator, mounted on the stage of Olympus
IX83 inverted confocal microscope (Olympus Europa Holding GmbH,
Hamburg, Germany). HeLa cells were seeded onto glass-bottom dishes and
maintained in full DMEM. For connexin/lysosome colocalization assay,
HeLa Cx45-EGFP and HelLa Cx43-EGFP cells were labeled with SiR-Lyso
1 h prior to imaging. Data was assessed from 3 biological replicates. AGJ-
lysosome quantification was performed by analyzing 20 AGJs per replicate.
Cx45/lysosome colocalization was assessed by analyzing 20 cells per
replicate. Analysis was performed using Fiji/ImageJ Colocalization software.
For cytoskeletal images HelLa Cx43-EGFP cells were labeled with SiR-Actin
and 4-580CP-LTX fluorescent probes. Time-lapse imaging for GJ plaque
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internalization was automatically taken and set to take at 10-min intervals.
Images were acquired as Z-stacks with a step size of 0.5-1 um. Data were
assessed from 4 biological replicates.

LY die transfer assay. Metabolic communication between cells was
examined using a fluorescent dye Lucifer yellow (LY, 2 mM). LY was
introduced into the donor cell of a contiguous cell group through a patch
pipette in the whole-cell voltage-clamp mode. The analysis of dye transfer
to the neighboring cells was performed using the fluorescence excitation
system MT10 (Olympus Life Science Europa Gmbh, Hamburg, Germany)
and the fluorescence imaging system XCELLENCE (Olympus Soft Imaging
Solutions Gmbh, Miinchen, Germany).

Statistical analysis. Prior to statistical analysis, the normality of the data
distribution was assessed using the Shapiro-Wilk test. Depending on the
distribution of the data, comparisons between groups were performed using
either the two-tailed Student’s #-test or the Mann-Whitney U test. Parametric
data are presented as mean + standard error (SEM), whereas non-parametric
data are expressed as median (interquartile range, 25th—75th percentiles).
Results were considered statistically significant at p < 0.05. Data analysis
was carried out using SigmaPlot version 12.0 (Systat Software Inc., USA).

RESULTS

Effect of NEO on Cx43 and Cx45 GJIC. The impact of NEO on Cx43 GJ
conductance was examined, and its correlation with Novikoff cell viability,
proliferation, and colony formation was evaluated. Direct electrophysiological
measurements (performed by colleagues) revealed that NEO inhibits Cx43
GJ g We confirmed those results by metabolic coupling assay using the
dye transfer method. Under control conditions, LY dye spread from the
donor cell to 14 neighboring cells, whereas after 10 min preincubation with
1x10° d.f. NEO, LY dye transfer was completely inhibited (Fig. 5A). NEO
treatment altered Cx43 expression and GJ function in Novikoft cells. After
24 h exposure to NEO (1x10° and 1x10* d.f.), Cx43 protein expression
decreased by 30 % and 36 %, respectively (Fig. 5B,C). Consistently, dual
whole-cell patch-clamp recordings showed that 1x10° d.f. NEO reduced
Cx43 initial GJ g (F ig. 5D). Immunofluorescence analysis was performed to
assess the distribution of Cx43 GJ channels (Fig. 5E,F). However, GJP could
not be reliably distinguished from hemichannels, likely due to the diffuse
distribution of junctional channels. Experiments in HeLa cells expressing
exogenous Cx45 revealed that the inhibitory effect of NEO on Cx45 GJ is
weaker compared to its effect on Cx43 GJ (Fig. SH).
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Effect of NEO and a-pinene on Novikoff cell viability. Although efficient
GIJIC is generally considered tumor-suppressive, Cxs have also been reported
to promote tumor progression under certain conditions. After identifying NEO
as an effective inhibitor of Cx43 GJs, we examined its effects on Novikoff
cell proliferation, viability, and colony formation. Only the highest NEO
concentration (1x10? d.f.) significantly affected Novikoff cells after 2448 h,
reducing cell number by 81-83 % and increasing apoptotic cells by 47-78 %
(Fig. 6A—C). In contrast, the minimal concentration required to completely
block GJIC had no effect on cell proliferation or viability, which does not
support the hypothesis that reduced GJIC promotes cell proliferation. Colony
formation assay revealed higher sensitivity to NEO. A significant reduction
in colony number and area (~27 % and ~34 %, respectively) was observed
at 1x10* d.f., while colony formation was completely inhibited at 1x10? d.f.
(Fig. 6D,E). Studies with NEO did not confirm the assumption that impaired
GJIC promotes tumor cell proliferation. Therefore, the effect of one of NEO
main components, a-pinene, which also inhibits Cx43 GJIC, was additionally
evaluated in Novikoff cells. Treatment with 100 uM a-pinene for 48 h
resulted in an approximately 7 % increase in cell proliferation, supporting the
assumption that GJIC impairment may stimulate proliferation. In contrast,
exposure to 300 and 500 uM a-pinene led to a decrease in proliferation, by
approximately 90 % and 95 %, respectively (Fig. 7).

Effect of CrE and ChE on colorectal cancer cell viability and GJIC.
The effects of CrE and ChE on the viability of colorectal cancer cell lines
HCT116 and DLD-1 were investigated. These extracts were selected due to
their high polyphenol content and distinct chemical composition. CrE slightly
reduced HCT116 cell viability at 2001000 pg/mL but had no effect on
DLD-1 cells. HCT116 proliferation decreased modestly (9-17 %), whereas
DLD-1 proliferation increased by ~22 % at 200 pg/mL (Fig. 8A—C). Colony
formation assays showed reduced HCT116 colony area at 1000 pg/mL, while
in DLD-1 cells colony number decreased at all CrE concentrations and colony
area at 1000 ug/mL (Fig. 8D,E). ChE (200-1000 pg/mL) induced early and
late apoptosis and inhibited proliferation in both cell lines, with stronger
effects at 1000 ng/mL (Fig. 9A—C). At this concentration, colony formation
was completely suppressed (Fig. 9D,E). Overall, these findings are consistent
with previous reports showing that polyphenol-rich extracts reduce cancer
cell viability and proliferation. However, neither CrE nor ChE significantly
affected initial GJ g in HCT116 or DLD-1 cells (Fig. 10A-D).

Effects of CrE and ChE on Cx43 and Cx45 GJ conductance. Based on
the previous results, further experiments with CrE and ChE were performed
using HeLa cells, expressing exogenous Cx43 or Cx45. In contrast to
colorectal cancer cells, CrE and ChE showed differential effects on Cx43 and
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Cx45 GJ g. ChE inhibited Cx43 GJ g but had no effect on Cx45, whereas
CrE stimulated Cx45 GJ g without affecting Cx43 GJ (Fig. 11).

Effect of CrE on the expression of exogenous Cx43 and Cx45,
GJP size, and HeLa cell viability. Our results showed that CrE and ChE
modulate GJ conductance in a Cx-type dependent manner. Unlike ChE, CrE
stimulated Cx45 GJ g, at low concentrations. Because stimulatory effects of
bioactive compounds are less frequently reported than inhibitory ones, further
experiments focused on CrE. We therefore examined the effects of CrE on
Cx expression and GJP size. Only 40 pg/mL CrE increased Cx45 expression,
whereas all tested CrE concentrations significantly increased Cx43 expression
(Fig. 12). Since regulation of GJIC is often associated with changes in Cx
expression and GJP size, plaque size was further analyzed. However, despite
the observed increase in Cx expression and stimulation of g, no changes
in Cx43 or Cx45 GJP size were detected in HeLa cells (Fig. 13). Finally,
we investigated whether CrE affects HeLa cell proliferation and viability
depending on Cx expression and type. CrE at 200 ug/mL slowed proliferation
of HeLa WT and HeLa Cx43 cells, while 1000 pg/mL reduced proliferation
in all tested cell lines (Fig. 14A—C). However, CrE had no significant effect
on cell viability (Fig. 14D-F).

Resveratrol differently modulates Cx43 and Cx45 GJ conductance.
Previous studies investigating the effects of resveratrol on GJIC relied mainly
on molecular or wound-healing dye transfer assays, whereas GJ conductance
had not been assessed using direct electrophysiological methods. Our results
showed that in Novikoff and HelLa Cx43 cells, resveratrol had no effect
on Cx43 GJ g; at low concentrations (3—30 uM) but inhibited it at higher
concentrations (100300 uM) (Fig. 16B-D). In contrast, in HeLa cells
expressing Cx45, resveratrol stimulated GJ g, at 10-100 uM and inhibited
it at 300 uM (Fig. 16E,F). A similar stimulatory effect on Cx45 GJ g, was
also observed with CrE, suggesting that this activity may be associated with
the same bioactive compound. Resveratrol also produced distinct short- and
long-term effects. Short-term exposure (15 min) to low concentrations did not
affect Cx43 GJ g whereas 24 h incubation reduced initial g Conversely, 100
UM resveratrol inhibited Cx43 GJ conductance after 15 min but did not alter
initial g after 24 h (Fig. 17A). In Cx45-expressing cells, short-term exposure
to 10-100 uM resveratrol increased GJ g, while prolonged incubation (24 h)
with 100 pM reduced initial Cx45 GJ conductance (Fig. 17B).

Docking of resveratrol to Cx43 and Cx45. As shown in Fig. 18, resveratrol
exerted different effects on Cx43 and Cx45 GJ conductance. We analyzed
nine favorable docking conformations. In Cx43, all sites are localized on
the outer surface between TM2 and TM3 (Fig. 18C) with docking affinities
of —18.3 to —17.5 kcal/mol (Fig. 18E). In Cx45, three sites were located on
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the outer surface (—18.0 to —17.7 kcal/mol) (Fig. 18D), while six additional
sites were found in a niche between adjacent subunits toward the channel
pore, five of which showed higher affinities (—19.5 to —18.7 kcal/mol). These
higher-affinity sites unique to Cx45 may explain the stimulation of Cx45 GJ
g, at low resveratrol concentrations, whereas the lower-affinity sites common
to both Cxs may account for g inhibition.

Effect of resveratrol on Cx43 and Cx45 expression and GJP size. Cx
protein expression in HeLa Cx43 and HelLa Cx45 cells was quantified by
immunoblotting after 15 min and 24 h incubation with resveratrol. Short-
term exposure (15 min) had no effect on total Cx43 or Cx45 levels. After
24 h, 1 and 10 uM resveratrol did not alter Cx expression, whereas 100 uM
increased Cx43 and Cx45 levels by ~1.6- and ~2.5-fold, respectively (Fig.
19A,B,D,F). Since GJ function is regulated by Cx phosphorylation, changes
in Cx43 phosphorylation at S279, S282, S368, and S373 were analyzed.
Resveratrol (100 pM) reduced pS368 levels after both 15 min and 24 h,
while 10 uM resveratrol increased pS368 expression approximately 2-fold
after 24 h (Fig. 19B,G,H). Resveratrol also altered GJP size. In HeLLa Cx43
cells, 24 h exposure to 10 and 100 uM resveratrol markedly increased Cx43
GJP size from 14.7 £ 1.8 um? (control) to 30.4 £ 5.1 um? and 56.0 + 6.5
um?, respectively (Fig. 21). We expected decrease in GJP size; however,
these results may be partly explained by increased phosphorylation at S279
and S282 (Fig. 19), which may have contributed to the reduced Cx43 GJ g.
In contrast, Cx45 formed much smaller GJP. Cx45 GJP size increased after
1-10 uM resveratrol but decreased at 100 uM, accompanied by increased
cytoplasmic localization (Fig. 22), which may explain the reduction in GJ g
observed under these conditions.

Effect of resveratrol on ERK1/2 activity and HeLa cell viability.
Resveratrol modulated ERK1/2 activity in a concentration- and Cx-type
dependent manner. After 15 min exposure, all tested concentrations increased
pERK1/2 levels in HeLa WT and HeLa Cx43 cells, whereas only 1 uM increa-
sed pERK1/2 in HeLa Cx45 cells (Fig. 23). After 24 h, 100 uM resveratrol
increased pERK1/2 activity in all HeLa cell lines and significantly reduced
proliferation (Fig. 24). At this concentration, proliferation decreased by 48 %,
38 %, and 51 % in HeLa WT, HeLa Cx43, and HeLa Cx45 cells, respectively.
HeLa Cx43 and HeLa Cx45 cells were more sensitive to resveratrol, showing
reduced viability (81 % and 76 %), while HeLa WT viability remained close to
control levels. Most non-viable cells were in late apoptotic state. Cell viability
was additionally evaluated using a colony formation assay. Treatment with
1 uM resveratrol did not affect colony formation in HeLa cells. In contrast,
10 uM resveratrol reduced both the number and area of colonies in HeLa WT
and HeLa Cx45 cells (Fig. 25). Exposure to 100 uM resveratrol completely
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inhibited colony formation in all tested HeLa cell lines. Overall, these results
indicate that resveratrol-induced activation of pERK1/2 is associated with
reduced HeLa cell proliferation and viability.

Effect of resveratrol on the cytoskeleton and GJ degradation. Further
we investigated whether the effects of resveratrol on GJ turnover are
associated with changes in cytoskeletal integrity. Since the cytoskeleton is
essential for hemichannel trafficking, GJ stability, and functional regulation,
live-cell imaging of HeLa WT, HeLa Cx43, and HeLa Cx45 cells labeled
with fluorescent markers for F-actin and a-tubulin was performed.
Resveratrol treatment did not cause an obvious disarrangement of actin
cytoskeleton and microtubule network (Fig. 27), suggesting that normal
GJP internalization and annular GJ (AGJ) formation were likely preserved.
To assess whether resveratrol affects Cx43 GJP internalization, time-lapse
imaging was performed. Resveratrol (10 pM) stabilized Cx43 GJPs, reducing
the internalization rate by approximately 3-fold (Fig. 28). To determine
whether this effect was related to altered lysosomal degradation, the number
of AGJs colocalizing with lysosomes was analyzed in control and resveratrol-
treated HeLa Cx43-EGFP cells. No significant changes in Cx43 lysosomal
degradation were observed (Fig. 29A,B). In contrast, Cx45 degradation
increased, as indicated by an approximately 2-fold increase in Cx45/lysosome
colocalization (Fig. 29C,D).

Sensitizing and protective effects of resveratrol on H.O:-induced stress
in HeLa cells. Elevated levels of ROS, contributing to oxidative stress, tissue
damage, and disease progression, are observed in numerous pathological
conditions, including cardiovascular, neurodegenerative, inflammatory,
autoimmune, respiratory diseases, and cancer. Alterations in GJIC may also
play a significant role in development and progression of these pathological
conditions. Therefore, we investigated whether preincubation with resveratrol
(15 min or 24 h) modulates the viability of HeLa WT, HeLa Cx43, and HeLa
Cx45 cells under H20:-induced stress conditions. The major impact on HeLa
Cx43 and HeLa Cx45 viability was achieved with 100 uM resveratrol, while
it had no effect on HeLa WT cells at any of the tested concentrations. Solely
H:0: exposure (1 h) decreased viability in all cell lines (Fig. 30). Short-term
(15 min) resveratrol preincubation was protective in HeLa WT cells, whereas
24 h exposure (10-100 uM) enhanced H20:-induced cytotoxicity (Fig. 30A).
Short-term (15 min) resveratrol preincubation did not alter H2O: sensitivity
in HeLa Cx43 cells, whereas 24 h preincubation increased H.O:-induced
cytotoxicity in a concentration-dependent manner (Fig. 30B). In HeLa
Cx45 cells, 15 min preincubation with 10-100 pM resveratrol enhanced
H-0: effects, while 24 h exposure to 100 uM further increased cytotoxicity
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(Fig. 30C). These differences may partly reflect opposing effects of resveratrol
on Cx43 and Cx45 GlJs.

Effect of resveratrol on Cx43 GJ conductance, expression, and viability
in colorectal cancer cells. Resveratrol did not alter initial g in DLD-1 cells;
however, preincubation with 10 uM resveratrol increased initial g in HCT116
cells (Fig. 31). Further analysis showed that 24 h treatment with resveratrol
increased Cx43 expression in both cell lines. In DLD-1 cells, Cx43 levels
increased by 25 %, 61 %, and 73 % after exposure to 1, 10, and 100 uM
resveratrol, respectively (Fig. 32A,C). In HCT116 cells, significant increases
were observed only at 10 and 100 uM (39 % and 51 %, respectively) (Fig.
32B,D). Resveratrol at 100 uM significantly reduced the viability of both
colorectal cancer cell lines, while 10 and 100 uM inhibited their proliferation
(Fig. 33). Colony formation assay showed that 100 uM resveratrol completely
suppressed colony formation in both cell lines. Lower concentrations (1-10
uM) did not affect colony number or area in DLD-1 cells, whereas in HCT116
cells 10 uM reduced colony area without affecting colony number, and 1 uM
increased colony number without changing total colony area (Fig. 34).

DISCUSSION

The results of this study reveal the effects of bioactive plant products and
compounds (NEO, CrE and ChE, and resveratrol) on Cx43 and Cx45 GJIC,
reflected by changes in protein expression and GJ g In addition, the effects
of these compounds on cell viability, proliferation, and oncogenicity were
evaluated using various experimental approaches.

Our results showed that NEO inhibits Cx43 and Cx45 GJ g and reduces
Cx43 expression (Fig. 5). Changes in GJ conductance and Cx expression
may negatively affect the function of healthy neuronal and cardiac cells
[24,180], and components of NEO have been associated with neurological
and cardiovascular disturbances related to GJIC [182]. GJs maintain tissue
integrity and GJIC; however, GJIC is often reduced or altered in cancer cells.
Impaired GJIC has been linked to uncontrolled tumor cell growth, whereas
restoration of GJIC is often associated with suppression of tumor progression
and invasiveness [38]. Therefore, inhibition of GJ conductance by NEO could
theoretically promote tumor growth. However, our results demonstrated the
opposite effect. Although Novikoff cells exhibit strong proliferative capacity
together with efficient GJIC, NEO significantly reduced colony number
and area, and decreased cell viability (Fig. 6). These findings indicate that
inhibition of GJIC did not exert a pro-oncogenic effect in Novikoff cells,
challenging the widely accepted view that reduced GJIC directly promotes
tumor cell proliferation.
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To compare the biological activity of natural compounds from different
sources, we examined the effects of cranberry and chokeberry pomace
extracts on cell viability, oncogenic potential, and GJ conductance in the
colorectal cancer cell lines HCT116 and DLD-1. Additional experiments
were performed in HeLa cells stably expressing exogenous Cx43 or Cx45 to
evaluate cell viability, Cx expression, and GJ conductance. Previous studies
have reported the effects of cranberry and chokeberry extracts on oral,
prostate, and colorectal cancer cell lines, although their biological activity
strongly depends on the extraction and preparation methods. Polyphenol-
and flavonoid-enriched cranberry extract fractions have been shown to
inhibit tumor cell proliferation in both in vitro and in vivo models ([102,185].
Moreover, cranberry extracts can induce cancer cell death through multiple
mechanisms, including caspase activation, mitochondrial dysfunction,
induction of autophagy, and modulation of oxidative stress [102,103,108,109].
Cranberry extracts rich in proanthocyanidins have been shown to induce
apoptosis in esophageal, lung, and ovarian cancer cell lines, while seed and
juice extracts inhibit proliferation in a concentration-dependent manner
[100,186,187,189]. Some cranberry fractions also reduce ROS levels and
activate antioxidant enzymes, thereby protecting cells from oxidative stress
[107]. In contrast, black chokeberry extract exhibits weaker cytotoxic effects
but significantly suppresses the expression of pro-inflammatory genes such
as COX-2, iNOS, and IL-8 [190]. Among different Aronia species, only
Aronia melanocarpa extract significantly inhibits the growth of colorectal
cancer HT-29 cells, and these effects correlate with antioxidant activity and
phenolic content [95,192]. Tumor growth inhibition has also been associated
with higher levels of polyphenols and flavonoids in plant extracts [191].
Although the biological activity of cranberry extracts in cancer cells has been
extensively studied, information on the mechanisms of action of chokeberry
bioactive compounds remains limited. Available data indicate that chokeberry
extracts and their components can inhibit proliferation of colorectal and liver
cancer cells, affect cell cycle progression, and induce apoptosis [94,192].
Since both cranberry and chokeberry extracts are rich in anthocyanins and
other polyphenols, these compounds likely contribute significantly to their
biological activity. To date, no direct studies have examined the effects of
cranberry or chokeberry extracts on GJIC or Cx expression. However,
polyphenol-rich grape seed extract, particularly containing resveratrol,
has been reported to enhance intercellular communication in MCF-7 cells
by increasing Cx43 expression and promoting Cx redistribution from the
cytoplasm to the plasma membrane [151]. Our results showed that CrE
stimulated Cx45 GJ g in HeLa cells but had no effect on Cx43, whereas
ChE inhibited Cx43 GJ g without affecting Cx45 (Fig. 11). CrE (40 pg/mL)
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increased Cx45 expression, while Cx43 expression increased at all tested
CrE concentrations (Fig. 12), although no changes in Cx43 or Cx45 GJP size
were detected (Fig. 13). Neither CrE nor ChE altered GJ g in HCT116 or
DLD-1 cells (Fig. 10), but both extracts exhibited cytotoxic effects at higher
concentrations. In HeLLa WT, HeLLa Cx43, and HeLLa Cx45 cells, CrE inhibited
proliferation independently of Cx expression and type (Fig. 13).

To better understand the mechanisms of bioactive compounds, further
studies focused on the polyphenol resveratrol, a common component of
many plant extracts and essential oils. We found that resveratrol induced
time- and concentration-dependent changes in Cx43 and Cx45 expression,
phosphorylation, GJP size, conductance, and HeLa cell viability. Comparative
analysis revealed that resveratrol inhibited GJIC in Cx43-expressing cells
but stimulated it in Cx45-expressing cells (Fig. 16). This biphasic effect
may partly be explained by molecular modeling results showing two distinct
docking profiles with different affinities in Cx45, whereas only a lower-
affinity docking profile was identified for Cx43 (Fig. 18). Changes in GJIC
are often associated with alterations in Cx expression and GJP size [194].
However, only a small fraction of GJ channels within plaques is functionally
active, as previously shown for Cx43 [156], Cx45 [65], Cx57 [64], and Cx36
[157]. Therefore, an increase in GJP size does not necessarily correspond to
increased conductance. In our experiments, 24 h treatment with resveratrol
reduced initial Cx43 GJ g (Fig. 17A), unexpectedly accompanied by
an increase in GJP size in HeLa Cx43 cells (Fig. 21), suggesting reduced
func-tional efficiency of the GJP. In contrast, initial conductance remained
unchanged in HeLa Cx45 cells (Fig. 17.B), despite an increase in GJP size
(Fig. 22). Regulation of GJ g together with modulation of Cx expression, GJP
size, and turnover, is a complex process in which phosphorylation plays a key
role. For example, phosphorylation of residues S279/282 is associated with
reduced conductance, phosphorylation at S373 increases Cx43 levels at the
plasma membrane and promotes plaque growth, while S368 phosphorylation
regulates GJ turnover by affecting channel assembly, internalization,
and degradation [48]. Consistent with previous studies, the decrease in
Cx43 conductance observed here (Fig. 16) was accompanied by increased
phosphorylation at S279 and S282 (Fig. 19), whereas phosphorylation at
S373 was associated with the formation of larger Cx43 GJPs (Fig. 21).

The efficiency of GJIC may depend on Cx43 phosphorylation, which
regulates GJ assembly, plaque formation, and turnover [48,178]. Cxs are
phosphorylated at specific sites by various kinases, and interactions between
these signaling pathways may determine the final cellular response [158,196].
Resveratrol has been reported to modulate Cx43 phosphorylation through
activation of MAPK and PI3K/Akt signaling pathways [197-199]. ERK1/2
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phosphorylation is a key component of the MAPK cascade that regulates
cell survival, proliferation, and apoptosis. Depending on the cellular context,
resveratrol can either activate or inhibit this pathway [171,200]. Our results
indicate that ERK 1/2 activation is associated with reduced cell viability. After
treatment with the highest resveratrol concentration (100 uM, 24 h), pERK 1/2
levels reached a peak, while cell viability decreased. Resveratrol reduced the
viability to a greater extent in HeLa Cx43 and HeLa Cx45 cells than in HeLa
WT cells lacking GJs, suggesting that GJIC may influence the proapoptotic
response. Interestingly, 1 uM resveratrol stimulated proliferation of HelLa
Cx43 cells, indicating a concentration-dependent dual effect of resveratrol: low
concentrations may promote cell proliferation, whereas higher concentrations
inhibit it. Similar biphasic effects have been reported for other polyphenols,
such as quercetin and curcumin, which induce apoptosis and reduce tumor
cell viability at higher concentrations while having minimal effects on normal
cells [202-204]. Resveratrol also exhibits context-dependent activity: it
protects normal cells from apoptosis but exerts cytotoxic effects in cancer
cells [205,206]. In estrogen-sensitive breast cancer cells, resveratrol may even
stimulate proliferation by acting as a phytoestrogen and activating estrogen
receptors [207].

In addition to previously described mechanisms, resveratrol has been
reported to disrupt the tubulin network by inhibiting tubulin polymerization
[208-210]. Depending on its concentration, resveratrol may also affect the
actin cytoskeleton, for example by disrupting actin structures in MDA-
MB-231 breast cancer cells or promoting actin accumulation at damaged sites
in C2C12 myoblasts [211,212]. Since the microtubule and actin cytoskeletons
are essential for hemichannel trafficking, membrane localization, and
stabilization of GJP [213], their integrity is critical for GJ function. Our data
indicate that resveratrol did not disrupt either the actin cytoskeleton or the
tubulin network in HeLa cells, regardless of Cx expression or type (Fig. 27).
However, we cannot exclude the possibility that resveratrol may affect other
factors involved in Cx trafficking, such as the scaffold protein ZO-1, motor
proteins like dynein, the GTPase dynamin-2, or adhesion proteins including
E-cadherin and N-cadherin [214-217].

Time-lapse imaging showed that resveratrol stabilized Cx43 GJPs in HeLa
cells, reducing their internalization rate approximately threefold compared
with control (Fig. 28). This observation is consistent with previous studies
reporting that genotoxic stress slows Cx43 GJP internalization in bovine
corneal endothelial cells expressing Cx43-GFP [174]. Since plaque size
and lifetime are closely linked to lysosomal degradation pathways [176],
we hypothesized that resveratrol might affect Cx43 lysosomal degradation.
However, no statistically significant changes were observed (Fig. 29A,B).
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Although increased plaque size might be expected to enhance GJIC, 24 h
treatment with 10 uM resveratrol reduced Cx43 GJ g (Fig. 17A). This finding
may reflect the limited functional efficiency of GJPs, as only a fraction of
channels within a GJP are active, and excessive plaque loading with channels
may even reduce their functional efficiency.

Resveratrol did not significantly affect GJIC in DLD-1 cells; however,
10 uM resveratrol increased GJ g in HCT116 cells (Fig. 31). In both colorectal
cancer cell lines, resveratrol increased Cx43 expression in a concentration-
dependent manner. Nevertheless, only higher concentrations (10 and 100 uM)
inhibited cell proliferation and reduced viability (Fig. 33), while 100 uM
completely suppressed colony formation (Fig. 34). These findings are con-
sistent with previous reports showing that higher concentrations of resverat-
rol significantly reduce HCT116 cell proliferation and viability and may
modulate GJ function by increasing Cx43 expression [124,177,218].

Given the complexity of the results, we further investigated the effects
of resveratrol under oxidative stress conditions. Short-term exposure to
resveratrol produced Cx-dependent effects: it protected HeLa WT and
HeLa Cx43 cells but increased the sensitivity of HeLa Cx45 cells to H20:-
induced stress (Fig. 30). This effect may be related to the opposite influence
of low resveratrol concentrations on Cx43 and Cx45 GJ g Overall, these
findings suggest that resveratrol acts as a Cx-dependent modulator and, under
oxidative stress, may exert either protective or sensitizing effects depending
on concentration and exposure duration.

Although resveratrol shows significant biological activity in vitro at
relatively high concentrations (=100 pM), several studies, including ours, have
reported effects even at lower concentrations [220-222]. In our experiments,
resveratrol-induced changes were observed at 1-10 uM. However, these
levels are much higher than typical plasma concentrations achieved after
oral intake of resveratrol supplements or resveratrol-containing products
such as red wine, which usually do not exceed ~0.02 uM [223,224]. These
pharmacokinetic limitations reflect the rapid metabolism and elimination of
resveratrol, with an estimated half-life of ~9 h and bioavailability of only about
1 % due to extensive intestinal and hepatic metabolism [225]. Nevertheless,
higher intracellular accumulation cannot be excluded. Because of'its lipophilic
nature, resveratrol may reach higher concentrations in tissues than in plasma
[226]. This phenomenon has also been observed in colorectal cancer patients,
suggesting that the colon may be a promising target for chemoprevention with
orally administered resveratrol [227]. Furthermore, resveratrol bioavailability
may be improved using more active analogs, such as SRT501, or advanced
delivery systems including liposomes, nanoparticles, and nanoemulsions,
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which enhance solubility, stability, and systemic distribution, thereby
increasing therapeutic potential [228-231].

The composition and activity of plant extracts depend on several factors,
including the extraction method, solvent, extraction time and temperature,
as well as the origin, growth conditions, and harvesting time of the plant
material [232]. As a result, extracts obtained from the same plant may exhibit
significant differences in biological activity. Importantly, the biological
effects of plant extracts are often complex and result from interactions among
multiple components rather than a single active compound. These components
may act synergistically, enhancing the overall effect, or antagonistically,
reducing each other’s activity. Consequently, the biological activity of an
extract does not necessarily reflect the effects of individual compounds, and
different extract fractions may display varying or even opposing biological
effects. Therefore, while plant extracts provide valuable insights into potential
biological activity, their effects should be interpreted with consideration of
their compositional variability and complex mechanisms of action.

Given the growing interest in natural plant extracts and antioxidant
polyphenols as dietary components and valuable by-products of the food
industry, our findings may have important implications. Proper GJIC
is essential for maintaining tissue integrity and preventing pathological
processes. Our results contribute to a better understanding of how natural
compounds may support cellular function through modulation of GJIC.

CONCLUSIONS

1. NEO inhibits metabolic communication between Novikoff cells and
decreases their viability, proliferation, and colony formation. Compared
with Cx43, NEO has a weaker effect on Cx45 GJ g

2. CrE and ChE exhibit cytotoxic effects on HCT116 and DLD-1 cells at
higher concentrations and inhibits their colony formation. Neither CrE
nor ChE affects Cx43 GJ g in HCT116 or DLD-1 cells.

3. ChE inhibits Cx43 but has no effect on Cx45 GJ g whereas CrE
stimulates Cx45 without affecting Cx43 GJ g CrE increases Cx43 and
Cx45 expressions but do not alter the size of Cx43 or Cx45 GJ plaques.
CrE does not affect the viability of HeLa WT, HeLa Cx43, and HeLa
Cx45 cells, but at higher concentrations it reduces their proliferation
rate.

4. The effects of resveratrol in HeLa cells depend on treatment duration,
concentration, and the connexin type. Resveratrol inhibits Cx43 GJ g
but exerts a biphasic effect on Cx45 GJ g which may be explained by

103



different molecular docking profiles. Resveratrol also induces multiple
changes in Cx43 phosphorylation and increases Cx43 and Cx45
expressions and GJ plaque size. In addition, resveratrol activates the
ERK1/2 signaling pathway, which correlates with reduced viability and
proliferation in HeLa WT, HeLa Cx43, and HeLa Cx45 cells.

. Resveratrol does not affect initial GJ g in DLD-1 cells but increases
it in HCT116 cells and enhances Cx43 expression in both colorectal
cancer cell lines. Resveratrol also reduces the viability and proliferation
of HCT116 and DLD-1 cells and inhibits their colony formation.
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PADEKA

Esu be galo dékinga savo nepakartojamai mokslinei konsultantei, dr. levai
Sarapinienet, uz jkvepiancias id¢jas, vertingas Zinias, prasmingas diskusijas ir
nuolatinj palaikyma. Jos entuziazmas mokslui, kantrybé ir gebéjimas jzvelgti
galimybes net sudétingiausiose situacijose buvo nejkainojami planuojant eks-
perimentus, juos atliekant ir rengiant §$ig disertacija.

Nuosirdziai dékoju Lasteliy kultiiry laboratorijos vadovui prof. dr. Vyte-
niui Arvydui SkeberdZiui uz vertingas mokslines jzvalgas, iSmintingus pata-
rimus ir suteikta galimybe augti, mokytis bei tobuléti Lasteliy kulttury labo-
ratorijoje.

Uz kasdieng pagalba, palaikyma, gera nuotaikg ir komanding dvasia
esu dekinga Lasteliy kultiry laboratorijos kolegoms: M. Pankevicittei-
Bukauskienei, V. Ambrulaitienei, R. Mickui, V. Mikalayevai, R. Sampath ir
D. Urbsaitei. Jusy indélis ir bendrysté §j mokslinj kelig paverté ne tik produk-
tyviu, bet ir dziugiu.

Didziausia padéka tenka mano Seimai — uz kantrybe, supratinguma ir tiké-
jimg manimi viso $io nelengvo, bet prasmingo kelio metu. Ypatingai dékoju
savo vyrui uz begalinj palaikyma, stiprybe sunkiausiais momentais ir riipestj
miisy vaikais, kai a$ pasinériau | moksla. Be jusy $i disertacija bty likusi tik
idéja.

Técio atminimui. Nors gyvenimas jam neleido i$vysti Sios kelionés pabai-
gos, jo stiprybé lydéjo mane kiekviename Zingsnyje.
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