Uniwersytet im. Adama Mickiewicza w Poznaniu
Wydziat Biologii
Instytut Biologii Molekularnej 1 Biotechnologii

Adrianna Budzinska

Wptyw bisfosfonianow stosowanych w terapii osteoporozy na

metabolizm tlenowy komoérek srodblonka

The effects of bisphosphonates used in osteoporosis therapy on

aerobic metabolism of endothelial cells

Praca doktorska wykonana pod kierunkiem

prof. dr hab. Wiestawy Jarmuszkiewicz

Poznan 2025



Podzigkowania

Przede wszystkim sktadam podzigkowania prof. dr hab. Wieslawie Jarmuszkiewicz za

nieustajacg pomoc, cenne uwagi merytoryczne oraz okazje do rozwoju naukowego.

Szczegodlnie dzigkuje mgr Krzysztofowi Wojcickiemu, dr Grzegorzowi Figurze 1 dr Lukaszowi
Galganskiemu za pomoc w wykonaniu doswiadczen. Dzigkuje rowniez wszystkim

pracownikom Zaktadu Bioenergetyki za wszelkg pomoc i zyczliwg atmosfer¢ w pracy.

Chciatabym réwniez podzickowaé mojej rodzinie oraz partnerowi za wspieraniec mnie na

kazdym etapie mojej pracy.



Finansowanie

Badania wykonano w ramach projektu finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki
OPUS11 NCN (2016/21/B/NZ3/00333) “Powigzanie pomig¢dzy produkcja reaktywnych form
tlenu i stopniem redukcji koenzymu Q w mitochondriach”, 2016-2021

oraz

OPUS19 NCN (2020/37/B/NZ1/01188) ,,Adaptacja metabolizmu tlenowego do niedoboru
koenzymu Q w moézgu; wplyw statyn” 2021-2026

N NARODOWE CENTRUM NAUKI



Spis tresci

A e AT A o

_.
e

SEIESZEZEIIIE ... veeueeeiie ettt ettt ettt ettt b e s bt e sh b e et e e te e bt e sbeesateeabeeabeeabeanbeesbeesatesateenteebeasbeesaeeeas 1
SUIMIMIATY ...ttt ettt ettt b e e s bt e sh b e s it e e te e bt e bt e sh b e eabeeabe e bt anbeesbeesatesateenteebeanbeesaeeaas 3
Wykaz publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.........ccevcvveeriecierienienieeieeieennnn 5
WPTOWAAZENIE ....ecvveeeieieieeiii ettt eiteste st e bt ete e e e teesteessbeesbeesseessaesseesssesssessseanseesseesseesssesssensseanses 6
LO7S] (1) - o) OSSPSR 10
WYTIKI 1.ttt ettt et e et e st e st e esbeesbe e saesseesssessseesseesseesseeasseasseasseensaesseensnenns 11
Podsumowanic WyniKOW 1 WIIOSKI .......ccueerueeririieiireieeseeseeseesteereesseesseesseesssesssessseesseesseessnenns 25

Kopie publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej.........ceeeeerieeniiniiniiiiseenieiieee 34
Dodatek - publikacje niewchodzace w sktad rozprawy doKtorskiej........cccuevvereverciievieeneennennenns 38



1. Streszczenie

Osteoporoza jest najczestsza chorobg metabolizmu ko$ci, gléwnie wsrod kobiet w
wieku pomenopauzalnym. Najczgsciej stosowanymi lekami zmniejszajgcymi resorpcje kosci
sa bisfosfoniany zawierajace azot (N-BPs). Mechanizm dzialania N-BPs opiera si¢ na
blokowaniu enzymu syntazy farnesylopirofosforanu (FPPS) w szlaku mewalonowym. Szlak
mewalonowy odgrywa wazng role w wielu procesach komodrkowych takich jak prenylacja
biatek i modyfikacje potranslacyjne a takze synteza czasteczek zawierajacych jednostki
izoprenoidowe, w tym hemow a (grup prostetycznych kompleksu I'V) czy koenzymu Q (CoQ).
CoQ jest kluczowym przeno$nikiem elektronéw w mitochondrialnym tancuchu oddechowym
oraz waznym przeciwutleniaczem chronigcym przed uszkodzeniami peroksydacyjnymi,
obecnym we wszystkich blonach komorki, gldéwnie mitochondrialnych. Komorki §rodbtonka
wyscietaja naczynia krwionosne, co sprawia, ze maja ciagly kontakt z substancjami

transportowanymi przez krew, w tym lekami.

Praca doktorska koncentruje si¢ na wieloaspektowym wplywie N-BPs na metabolizm
tlenowy komorek $rodbtonka naczyn krwionosnych. Rozprawa zlozona jest z dwoch prac
doswiadczalnych i jednej pracy przegladowej, ktore prezentuja analiz¢ mechanizmoéw, za
pomoca ktérych N-BPs, takie jak alendronian i zoledronian, wptywaja na metabolizm

energetyczny, stres oksydacyjny i funkcjonowanie mitochondriow w komorkach.

Materialem badawczym uzytym w pracach doswiadczalnych byty ludzkie komorki
srodblonka EA.hy926, traktowane przez szes¢ dni 5 puM alendronianem lub 1 puM
zoledronianem, oraz izolowane mitochondria z tych komorek. Analiza zmian metabolizmu
energetycznego wywotanych przez N-BPs zostata przeprowadzona w dwoéch etapach tj. na

poziomie komorkowym (Publikacja 1) oraz mitochondrialnym (Publikacja 2).

Doswiadczenia przeprowadzone na catych komodrkach $rodbtonka (Publikacja 1)
pokazaty, ze N-BPs wywotuja spadek zywotnosci komorek, nasilony stres oksydacyjny i stan
zapalny oraz obnizenie aktywnos$ci szlaku sygnatowego ERK1/2 zaleznego od prenylacji.
Stwierdzono takze istotne zmiany w metabolizmie energetycznym komorek polegajace na
zwigkszeniu oddychania beztlenowego, obnizeniu mitochondrialnego utleniania gtéwnych
substratow oddechowych (oprocz kwaséw thuszczowych) i spadku poziomu ATP. Po raz
pierwszy pokazano, ze zahamowanie szlaku mewalonowego przez N-BPs wywoluje w
komorkach §rédbtonka znaczny spadek poziomu catkowitego CoQ oraz utrate jego

zredukowanej puli. Zmianom tym towarzyszy wzrost produkcji reaktywnych form tlenu (RFT).



Badania wskazuja, ze N-BPs zmieniajg takze dynamike mitochondriow poprzez redukcje ich
fragmentacji. A zatem, N-BPs modulujag metabolizm energetyczny komorek $rodbtonka
prowadzac do zmian w statusie energetycznym komorek, homeostazie redoks CoQ, aktywnosci

metabolizmu tlenowego 1 kontroli jako$ci mitochondriow.

Kolejne badania prowadzone na poziomie mitochondridow izolowanych z komorek
srodbtonka poddanych szesciodniowej hodowli z N-BPs (Publikacja 2) koncentrowaly si¢ na
adaptacji bioenergetyki mitochondriow do duzego ponad 40% spadku poziomu
mitochondrialnego CoQ (mtCoQ) wywolanego zahamowaniem szlaku mewalonowego. W
mitochondriach komoérek traktowanych N-BPs w poroéwnaniu do mitochondriéw kontrolnych,
obnizeniu catkowitej puli i utracie zredukowanej puli mtCoQ towarzyszy wigksza produkcja
RFT 1 aktywacja systemoéw antyoksydacyjnych. Niedobor mtCoQ prowadzi do obnizonego
utleniania substratéw oddechowych (oprocz kwasdow ttuszczowych), obnizonej aktywnosci
kompleksow II i1 IIl oraz syntazy ATP, spadku potencjalu btonowego mitochondriéw,
efektywnosci syntezy ATP oraz reorganizacji superkomplekséw tancucha oddechowego.
Wigksza produkcja RFT zwigzana jest z wigkszym poziomem redukcji mtCoQ. Po raz pierwszy
zaobserwowano, ze N-BPs moga prowadzi¢ do obnizenia poziomu heméw a w mitochondriach.
A zatem wyniki te wskazuja, ze wywolane przez N-BPs zaburzenie homeostazy redoks mtCoQ

moze istotnie wptywac na aktywnos$¢ bioenergetyczng mitochondriow komorek srédbtonka.

Praca przegladowa przedstawiona w ramach rozprawy (Publikacja 3) zbiera wyniki
dotychczasowych badan, wskazujace na szerokie spektrum dziatania N-BPs poza tkankg kostng
— w tym ich wplyw na organizacje¢ cytoszkieletu, apoptoze zalezng od mitochondriow,
gospodarke wapniowg oraz procesy zwiazane z kontrolg jakosci mitochondriow. N-BPs, jako
inhibitory szlaku mewalonowego, powoduja szereg skutkéw ubocznych zaréwno na poziomie
catej komorki jak 1 dotyczacych funkcjonowania mitochondriow. Dalsze badania nad ztozonym
powigzaniem pomiedzy szlakiem mewalonowym, funkcjonowaniem mitochondriéw a ogdlng
homeostazag komérkowa moga by¢ istotne dla optymalizacji klinicznego zastosowania N-BPs,
by¢ moze uwzgledniajacego suplementacje CoQ10, i ograniczenia efektéw ubocznych w

tkankach niebedacych celem terapii.

Whnioski z pracy doktorskiej podkreslaja istotne, potencjalnie niepozadane skutki
dziatania N-BPs na komorki niezwigzane z kosécem, na przyktadzie komorek $rddbtonka.
Przedstawione badania sugeruja, ze efekty te moga przyczynia¢ si¢ do powiktan sercowo-
naczyniowych u pacjentow leczonych N-BPs, a mechanizmy mitochondrialne mogg stanowic

istotny punkt docelowy dalszych badan oraz potencjalnych strategii ochronnych.



2. Summary

Osteoporosis is the most common disease of bone metabolism, mainly among
postmenopausal women. The most commonly used drugs to reduce bone resorption are
nitrogen-containing bisphosphonates (N-BPs). The mechanism of action of N-BPs is based on
blocking the enzyme farnesylpyrophosphate synthase (FPPS) in the mevalonate pathway. The
mevalonate pathway plays an important role in many cellular processes such as protein
prenylation and post-translational modifications as well as the synthesis of molecules
containing isoprenoid units, including a-hemes (prosthetic groups of complex I'V) or coenzyme
Q (CoQ). CoQ is a key electron carrier in the mitochondrial respiratory chain and an important
antioxidant present in all cell membranes, mainly mitochondrial, that protects against
peroxidative damage. Endothelial cells line blood vessels, which means they are in constant

contact with substances transported by the blood, including drugs.

The doctoral thesis focuses on the multifaceted influence of N-BPs on the oxidative
metabolism of vascular endothelial cells. The dissertation consists of two experimental papers
and one review paper, which present an analysis of the mechanisms by which N-BPs, such as
alendronate and zoledronate, affect energy metabolism, oxidative stress and mitochondrial

function in cells.

The research material used in the experiments were human endothelial cells EA.hy926,
treated for six days with 5 uM alendronate or 1 uM zoledronate, and isolated mitochondria
from these cells. The analysis of changes in energy metabolism induced by N-BPs was carried
out in two stages, i.e., at the cellular level (Publication 1) and the mitochondrial level

(Publication 2).

Experiments conducted on whole endothelial cells (Publication 1) showed that N-BPs
cause a decrease in cell viability, increased oxidative stress and inflammation, and a decrease
in the activity of the prenylation-dependent ERK1/2 signaling pathway. Significant changes in
cell energy metabolism were also observed, consisting in increased anaerobic respiration,
decreased mitochondrial oxidation of the main respiratory substrates (except fatty acids) and a
decrease in ATP level. For the first time, it has been shown that inhibition of the mevalonate
pathway by N-BPs induces a significant decrease in the level of total CoQ and a loss of its
reduced pool in endothelial cells. These changes are accompanied by an increase in the
production of reactive oxygen species (ROS). Studies indicate that N-BPs also change the

dynamics of mitochondria by reducing their fission. Thus, N-BPs modulate the energy



metabolism of endothelial cells leading to changes in the energy status of cells, CoQ redox

homeostasis, the activity of oxygen metabolism and mitochondrial quality control.

Further studies conducted at the level of mitochondria isolated from endothelial cells
cultured for six days with N-BP (Publication 2) focused on the adaptation of mitochondrial
bioenergetics to the large decrease of more than 40% in mitochondrial CoQ (mtCoQ) levels
caused by the inhibition of the mevalonate pathway. In mitochondria of cells treated with N-
BPs, compared with control mitochondria, the decrease in the total pool and the loss of the
reduced pool of mtCoQ are accompanied by greater production of ROS and activation of
antioxidant systems. mtCoQ deficiency leads to decreased oxidation of respiratory substrates
(except fatty acids), decreased activity of complexes II and III and ATP synthase, decreased
mitochondrial membrane potential, efficiency of ATP synthesis and reorganization of
respiratory chain supercomplexes. Increased ROS production is associated with higher
reduction level of mtCoQ. It was observed for the first time that N-BPs can lead to decreased
level of heme @ in mitochondria. Therefore, these results indicate that N-BP-induced disruption
of mtCoQ redox homeostasis can significantly affect bioenergetic activity of endothelial

mitochondria.

The review presented in the dissertation (Publication 3) summarizes the results of
previous studies indicating a wide spectrum of N-BP action outside bone tissue — including
their effects on cytoskeletal organization, mitochondrial-dependent apoptosis, calcium
metabolism and processes related to mitochondrial quality control. N-BPs, as inhibitors of the
mevalonate pathway, cause a number of side effects both at the cellular level and mitochondrial
function. Further studies on the complex relationship between the mevalonate pathway,
mitochondrial function and overall cellular homeostasis may be important to optimize the
clinical use of N-BPs, possibly including CoQ10 supplementation, and to limit side effects in

off-target tissues.

The conclusions of the doctoral thesis highlight the significant, potentially adverse
effects of N-BP on non-skeletal cells, exemplified by endothelial cells. The studies presented
suggest that these effects may contribute to cardiovascular complications in patients treated
with N-BP, and mitochondrial mechanisms may be an important target for further research and

potential protective strategies.
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4. Wprowadzenie

Osteoporoza jest najczestsza chorobg metabolizmu ko$ci, gléwnie wsrod kobiet w
wieku pomenopauzalnym. Wraz ze zwigkszeniem liczby starszych oséb w spoleczenstwie
mowi si¢ o powstawaniu zjawiska globalnej epidemii osteoporozy. Juz 10 lat temu oceniano,
1z osteoporozg jest dotknigtych 200 milionow 0s6b na §wiecie, w tym co trzecia kobieta
powyzej 50 roku zycia [1]. Proces przebudowywania ko$ci opiera si¢ gtownie na trzech typach
komorek: osteoblastach nadbudowujacych kos$ci, osteoklastach resorbujacych kosci oraz
osteocytach. W wyniku dziatania czynnikow genetycznych i1 srodowiska réwnowaga miedzy

nadbudowywaniem i resorpcja kosci moze by¢ zaburzona.

W leczeniu osteoporozy najpopularniejszym podejSciem jest zmniejszenie tempa
resorpcji kosci. Najczesdciej stosowanymi lekami antyresorpcyjnymi sg bisfosfoniany. Leki te
dzielg si¢ na dwie grupy: niezawierajace azot oraz zawierajace azot (N-BPs). Lecznicze
dziatanie N-BPs opiera si¢ na blokowaniu enzymu syntazy farnezylopirofosforanu (FPPS) w
szlaku mewalonowym w komorkach osteoklastow. Prenylacja biatek bedaca efektem szlaku
mewalonowego jest niezbedna do osiggnigecia aktywno$ci resorpcyjnej osteoklastow.
Zahamowanie tego szlaku powoduje zwigkszong apoptoze osteoklastow, zmniejszajac tym

samym tempo resorpcji kosci [2].

Szlak mewalonowy odgrywa wazng rol¢ w wielu procesach komérkowych takich jak
prenylacja biatek i modyfikacje potranslacyjne oraz synteza czasteczek zawierajacych jednostki
izoprenoidowe, w tym cholesterolu, heméw a (grup prostetycznych kompleksu 1V) czy
koenzymu Q (CoQ), obecnego we wszystkich btonach komorkowych, gtdwnie w wewnetrzne;j
btonie mitochondrialnej. CoQ to rozpuszczalny w tluszczach, wytwarzany endogennie
przeciwutleniacz, chronigcy przed stresem oksydacyjnym i peroksydacja lipidow, biatek czy
DNA [3]. Neutralizujgc wolne rodniki, takie jak anionorodnik ponadtlenkowy, zredukowana
forma CoQ (CoQH2) zapobiega rozprzestrzenianiu si¢ stresu oksydacyjnego [4]. Ponadto,
CoQH> wspomaga regeneracj¢ puli innych przeciwutleniaczy, takich jak witamina E 1 C,
poprzez redukcje¢ ich utlenionych form. Duzy potencjal antyoksydacyjny CoQ wynika z jego
obfitego rozmieszczenia w roéznych blonach komorkowych oraz efektywnych procesow

redukcji odnawiajacych jego zredukowang pulg [3].

Glowng funkcja CoQ jest transport elektronéw w mitochondrialnym tancuchu
oddechowym i tym samym zasilanie produkcji ATP. Mitochondrialny CoQ (mtCoQ) przenosi
elektrony miedzy dehydrogenazami (kompleksem I 1 II) 1 utleniajgcym go kompleksem II1,



stanowigc istotny etap w procesie fosforylacji oksydacyjnej. Jednakze, mtCoQ moze takze
przyczynia¢ si¢ do powstawania reaktywnych form tlenu w mitochondriach (RFT). Przy
niepeinej redukcji mtCoQ, dochodzi do powstania rodnika semichinonowego, ktory wchodzac
w interakcj¢ z tlenem tworzy anionorodnik ponadtlenkowy, bedacy prekursorem innych RFT.
Nadmiar RFT prowadzi do stresu oksydacyjnego, ktory moze przyczynia¢ si¢ do starzenia

komorek czy powstawania réznych choréb [4].

Biodostepno$¢ N-BPs podczas podania doustnego jest bardzo niska (~1%). 99%
przyjetego leku jest usuwane z organizmu. W zwigzku z tym, w ci¢zszych przypadkach chorob
kostnych, zaleca si¢ dozylne podawanie tych terapeutykéw. N-BPs silnie wigzg si¢ do
hydroksyapatytu, obecnego w miejscach o zwigkszonej resorpcji kosci. Podczas procesu
resorpcji N-BPs sg uwalniane do krwiobiegu w celu wydalenia z moczem. W zalezno$ci od
typu N-BP i sily jego penetracji w glab kosci, jego uwalnianie moze trwa¢ nawet do 10 lat po
zakonczonej terapii [5]. Dlatego tez, komorkami majacymi dlugotrwaty kontakt z tymi lekami

sg komorki srodblonka czy nerek.

Srédbtonek wyscieta wszystkie naczynia krwionosne, od serca do naczyn wlosowatych.
Kontroluje przeplyw substancji do i z krwiobiegu. Wszystkie tkanki sa zalezne od dostepu do
krwi, czynigc je zaleznymi od komorek srodbtonka. Dysfunkcja tych komoérek wptywa na wiele
tkanek 1 narzadow oraz jest podtozem wielu chorob cywilizacyjnych [6]. Obecnie coraz wigce]
uwagi poswieca si¢ roli mitochondriow w procesach patofizjologicznych obejmujacych
dysfunkcje $rodblonka. Komorki $rodblonka, opierajace swoj metabolizm gloéwnie na
glikolizie, posiadajg mniejszg niz komorki innych tkanek liczbg mitochondriow, dziatajacych
przede wszystkim jako organelle sygnalowe. Dysfunkcja komorek srodbtonka jest powigzana

z reumatoidalnym zapaleniem stawow, cukrzyca, hipercholesterolemia czy choroba wiencowa.

Mitochondria sg organellami odpowiedzialnymi za uzyskiwanie energii w procesie
fosforylacji oksydacyjnej, zlokalizowanym w wewngtrznej btonie mitochondrialnej. Proces
jest niezbedny do produkcji ATP, ktéry zapewnia energi¢ niezbgdng do prawidtowego
funkcjonowania komorki. Oprocz tego mitochondria biorg udzial w apoptozie, sygnalizacji
komoérkowej oraz uczestnicza w procesach buforowania wapnia [7]. Zaburzenie delikatnej
homeostazy w mitochondriach moze prowadzi¢ do zmniejszenia Zywotnosci komorek poprzez
uwolnienie cytochromu c i nastgpnie aktywacje mitochondrialnej $ciezki apoptozy [8].
Mitochondria to dynamiczne organelle podlegajace cigglym procesom fragmentacji, fuzji,

biogenezie czy mitofagii co wpltywa na ich funkcjonowanie. Badania dysfunkcji



mitochondriow roznych komorek, wynikajacej z dziatania N-BPs, pozwolityby wyjasnié

procesy patofizjologiczne efektéw ubocznych stosowania terapii antyresorpcyjnej.

N-BPs, hamujac szlak mewalonowy, oprdcz pozadanego zmniejszania prenylacji biatek
kluczowych dla aktywnos$ci osteoklastoéw, moga obniza¢ syntez¢ CoQ. Dotad odnotowano
jedynie obnizony poziom CoQ w surowicy kobiet w wieku pomenopauzalnym, leczonych N-
BPs [9]. Brakuje badan opisujacych obnizony przez N-BPs poziom CoQ w komorkach,
tkankach czy narzadach. Podobnie nikt wcze$niej nie badat wptywu N-BPs na poziom mtCoQ
1 wynikajace z niego konsekwencje metaboliczne 1 energetyczne. Dotad nie badano dysfunkcji
mitochondridow wywotanej przez N-BPs, ze szczegdélnym uwzglednieniem funkcjonowania
tancucha oddechowego oraz mechanizméw kontroli jakosci mitochondriow. Niezbadane jest
takze powigzanie hamowanie szlaku mewalonowego przez N-BPs z funkcjonowaniem

mitochondridw 1 ogdlng homeostaza energetyczng komoérkowa komoérek innych kostne.
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5. Cele pracy
Celem pracy doktorskiej bylo zbadanie wplywu dwoch popularnych N-BPs,

zoledronianu (Zol) 1 alendronianu (Ale) na metabolizm tlenowy komorek srodbtonka.
Materiatem uzytym w badaniach byly komorki ludzkiego srodbtonka EA.hy926 oraz
izolowane z nich mitochondria. Komorki hodowano przez 6 dni w obecnosci 5 uM Ale lub

1 uM Zol.
W ramach badan zrealizowano nast¢pujace zadania:

1. Opis zmian w metabolizmie tlenowym komoérek §rodbtonka hodowanych w
obecnosci N-BPs w odniesieniu do zawartosci CoQ, produkcji RFT oraz
dynamiki mitochondriow — badania na poziomie komorkowym (Publikacja 1)

2. Opis zmian w aktywnos$ci bioenergetycznej mitochondriow izolowanych z
komorek $rédblonka hodowanych w obecnosci N-BPs w odniesieniu do
zawarto$ci/stopnia redukcji mtCoQ, produkcji mtRFT oraz molekularne;
organizacji tancucha oddechowego — badania na poziomie izolowanych
mitochondriow (Publikacja 2)

3. Zebranie aktualnych danych literaturowych na temat wptywu hamowania szlaku
mewalonowego przez N-BPs na poziomie komérkowym i mitochondrialnym

(Publikacja 3)

Badania na poziomie komorkowym 1 mitochondrialnym (Zadanie 1 1 2) pozwolity
na pehiejszy obraz zmian w funkcjonowaniu mitochondriow w komorkach $rodbtonka
wywotanych przez N-BPs. Badania te pokazuja, w jaki sposob komorki srodbtonka, ktore
majg niewielka i1lo§¢ mitochondriow oraz sg pierwszymi komorkami narazonymi in vivo na
dozylnie podawane N-BPs (na przyktad podczas leczenia osteoporozy), przystosowujg si¢
do chronicznego stresu oksydacyjnego wywotanego przez te zwiazki poprzez hamowanie

szlaku mewalonowego.
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6. Wyniki
Publikacja 1: Budzinska A, Galganski L, Jarmuszkiewicz W, (2023), The bisphosphonates
alendronate and zoledronate induce adaptations of aerobic metabolism in permanent human

endothelial cells, Scientific Reports, 13(1), (IFsy 4,3), doi: 10.1038/s41598-023-43377-3

W pracy tej opisano zmiany w metabolizmie tlenowym komorek srodbtonka EA.hy926
hodowanych w obecnosci Zol lub Ale przez 6 dni. Stosowane w tych badaniach N-BPs zostaly
wybrane ze wzgledu na popularno$¢ w terapii antyresorpcyjnej (Ale) oraz ze wzgledu na
szczegllnie silne dziatanie (Zol). Mikromolarne stezenia N-BPs uzyte w wykonanych
badaniach zostaly wybrane na podstawie danych literaturowych podajacych stezenia tych

substancji w osoczu pacjentow przyjmujacych bisfosfoniany w ramach terapii osteoporozy.

W testach zywotnosci uzyte zostaty stezenia Ale w przedziale 1-10 uM 1 0,5-5 uM dla
Zol. Wyzsze stezenia (od 7,5 uM dla Ale i 2,5 pM dla Zol) obnizaty zywotno$¢ komorek
srédblonka. Zbadano réwniez poziom CoQ (CoQ10) w komoérkach srodbtonka hodowanych w
obecnosci N-BPs. Stezenia 1 pM Zol 1 5 uM Ale wywolywaty ~30% spadek poziomu CoQ. Do
dalszych badan wybrano te stgzenia, poniewaz dawaly istotny spadek poziomu CoQ,
jednoczesnie nie wykazujac dzialania na zywotno$¢ komorek srodbtonka. Do tej pory,
opublikowane badania pokazywaly jedynie spadek CoQ w osoczu pacjentek w wieku
pomenopauzalnym przyjmujacych N-BPs. Natomiast w tych badaniach wykazano po raz
pierwszy dla komorek, nie tylko komorek srodblonka, obnizenie poziomu CoQ zwigzane z

zastosowaniem N-BPs.

W komoérkach hodowanych w obecnosci N-BPs obnizeniu poziomu catkowitego CoQ
(formy zredukowanej plus utlenionej) towarzyszyt zanik zredukowanej formy — CoQHz, ktora
w komorkach kontrolnych wynosita ~8% catej puli CoQ. W wyniku catkowitego zaniku
zredukowanej formy, ktéra dziala jako antyoksydant, w komodrkach traktowanych doszto do
zwigkszenia produkcji RFT, zar6wno mitochondrialnych jak i komorkowych. W komoérkach
traktowanych N-BPs, odnotowano rowniez 15-20% wzrost poziomu bialek antyoksydacyjnych
tj. dysmutazy ponadtlenkowej (SODI1) czy reduktazy glutationowej (GR), co wskazuje na
niewystarczajaca pule antyoksydantéw w komorkach traktowanych N-BPs i konieczno$¢
uruchomienia dodatkowych mechanizméw w celu niwelowania powstatego przez N-BPs stresu

oksydacyjnego.
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Nasze badania pokazaty, ze 1 uM Zol zwigkszyt w komodrkach $rodbtonka poziom
markerow zapalnych: czasteczki adhezji miedzykomodrkowej 1 (ICAM1) i interleukiny 6 (IL-
6), jednak 5 uM Ale nie wywotal zadnych zmian. Co wigcej, w obu typach komorek
traktowanych N-BPs o ~20% spadt poziom markera hipoksji tj. czynnika indukowanego
hipoksja 1o (HIFla). Ponadto w komodrkach tych az 6-krotnie wzrdst poziom lizyno-
specyficznej demetylazy 6A (KDM6A), dzialajacej jak sensor tlenu regulujacy transkrypcje
genoéw. Wyniki te wskazuja, ze w warunkach zwiekszonego poziomu tlenu, o czym §wiadczy
obnizony poziom HIF1a, moze dochodzi¢ do zaleznych od KDM6A zmian w poziomie biatek
kontrolujacych los komorki oraz organizacji chromatyny. W tej sytuacji zwigkszony poziom
tlenu, prawdopodobnie w wyniku obnizenia zuzycia tlenu przez metabolizm tlenowy, moze

prowadzi¢ do zwigkszenia stresu oksydacyjnego i adaptacji metabolizmu tlenowego komorki.

Przeprowadzona analiza enzymow syntazy cytrynianowej (CS) oraz kompleksu IV
(COX) wykazata wzrost zard6wno aktywnosci jak i poziomu obu enzymoéw (~12-17%),
swiadczacy o zwigkszonej pojemnosci oddechowej cyklu Krebsa i tancucha oddechowego
komorek traktowanych N-BPs. Co ciekawe, zmianom tym towarzyszyl ~16-20% wzrost
poziomu 1 ~25-35% wzrost aktywno$ci dehydrogenazy mleczanowej (LDH), a takze ~27%
wzrost poziomu heksokinazy-1 (HK1). Adaptacje te sprzyjajace zwickszeniu produkcji ATP,
zardwno poprzez metabolizm tlenowy 1 beztlenowy, okazaty si¢ niewystarczajace, poniewaz w

komorkach poddanych dziataniu N-BPs poziom ATP byt nizszy niz w komorkach kontrolnych.

Zwigkszenie aktywnosci bialek CS oraz COX o ~17% oraz ich poziomu w komorkach
poddanych dziataniu N-BPs sugeruje, iz zawartos¢ mitochondriow w tych komorkach jest
wigksza. Poziomy bialek kanalu anionoselektywnego zaleznego od napigcia 1 (VDACI) oraz
mitochondrialnego nieglikozylowanego biatka (MT) byly podwyzszone o ~10-15%. Nie
zaobserwowano zadnych zmian w poziomie biatek charakterystycznych dla biogenezy
mitochondridow tj. PGCla (ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator
I-alpha) 1 NRF2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2). Jednocze$nie, poziomy
markerow fragmentacji mitochondriéw znaczaco wzrosly. Poziom czynnika fragmentacji
mitochondriow (MFF, ang. mitochondrial cleveage factor) wzrost o ~25%, a poziom
fosforylowanego biatka zaleznego od dynaminy (fosfo-DRP1) wzrést o ~12%, podczas gdy
poziom markera fuzji tj. OPA1 (ang. arthrosis protein-1) pozostal na tym samym poziomie co
w komorkach kontrolnych. Komorki poddane dziataniu N-BPs posiadaty réwniez obnizony
poziom fosforylowanej kinazy biatkowej regulowanej sygnatem pozakomorkowym 1/2 (fosfo-

ERK1/2). Niezmieniony poziom markeréw fuzji w mitochondriach komorek traktowanych Zol
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1 Ale, wraz ze zwickszonym poziomem markerow fragmentacji oraz biatek mitochondrialnych,
wskazuja na utrzymywanie puli mitochondriéw w obliczu zmniejszonego poziomu CoQ. W tej
pracy po raz pierwszy pokazano, iz hamowanie szlaku mewalonowego przez N-BPs i tym

samym obnizenie prenylacji biatek moze mie¢ wpltyw na dynamike mitochondridéw.

Badania zuzycia tlenu przez cate komorki srodbtonka poddane dziataniu Zol lub Ale
wykazatly liczne adaptacje dotyczace metabolizmu tlenowego. W warunkach rozprzegajacych,
po podaniu glukozy lub palmitynianu do ptynu pomiarowego, komorki traktowane N-BPs
wykazywaly zwigkszong szybko$¢ zuzycia tlenu (ang. oxygen consumption rate — OCR).
Zarowno oddychanie bazowe jak i zwigzane z produkcja ATP przy utlenianiu glukozy lub
palmitynianu bylo wyzsze w komorkach traktowanych Zol niz w komorkach kontrolnych.
Jednoczesnie, przy zastosowaniu substratdéw oddechowych takich jak glutamina, pirogronian
czy mieszaniny wszystkich uzytych w do$wiadczeniu substratow oddechowych (tj. glukoza,
palmitynian, glutamina i pirogronian), zauwazono ~20-35% spadek maksymalnej pojemnosci
oddechowej mitochondriow (maksymalna OCR) oraz ~15-20% spadek OCR zwigzanej z
produkcja ATP. Co wigcej, przy zastosowaniu mieszaniny wszystkich substratow
oddechowych, zaobserwowano zwigkszenie OCR niezwigzanej z produkcjg ATP, §wiadczace
o zwickszonym przecieku protonéw. Najwazniejsze wyniki uzyskane podczas tych
doswiadczen wskazuja na liczne adaptacje metabolizmu tlenowego komorek traktowanych N-
BPs: zmniejszenie oddychania w komoérkach traktowanych podczas utleniania ,,silniejszych”
substratow (tj. glutaminy lub pirogronianu), zmniejszenie oddychania zwigzanego z produkcja

ATP czy zwigkszenie przecieku protonéw podczas utleniania mieszaniny substratow.

Permeabilizacja komorek $rodbtonka za pomoca digitoniny umozliwita badanie
aktywnosci oddechowej mitochondriow przy zaangazowaniu poszczegdlnych dehydrogenaz
substratowych. W permeabilizowanych komorkach traktowanych N-BPs oddychajacych w
warunkach fosforylujacych, zaobserwowano spadek utleniania bursztynianu podanego wraz z
rotenonem (okreslenie aktywnos$ci kompleksu II przy jednoczesnym hamowaniu kompleksu I)
na poziomie 11-15%, podczas gdy zmniejszenie szybko$ci zuzycia tlenu podczas utleniania
jabtczanu (substratu kompleksu 1) wyniosto 22-30%. W permeabilizowanych komorkach
srodbtonka poddanych dziataniu N-BPs, wspotczynnik kontroli oddechowej (ang. respiratory
control ratio - RCR) przy braku oligomycyny byl znaczaco zmniejszony po podaniu jablczanu.
W obecnosci oligomycyny RCR (RCRuiigo) byl zmniejszony zardwno podczas utleniania
jabtczanu (substratu kompleksu I) jak 1 bursztynianu (substratu kompleksu II). Opisane wyniki

wskazujg na zwigkszone rozprzegnigcie mitochondridw komorek traktowanych N-BPs, co
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moze wplywac na zmniejszenie wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej, a takze na dysfunkcje

tancucha oddechowego, szczegolnie podczas utleniania jabtczanu.

Podsumowujgc, badania przeprowadzone na komodrkach $rodblonka poddanych 6-
dniowemu dziataniu Zol lub Ale wskazuja na adaptacj¢ metabolizmu tlenowego tych komorek
w odpowiedzi na dzialanie N-BPs. Badania te pokazuja po raz pierwszy obnizenie
komorkowego poziomu CoQ w wyniku hamowania szlaku mewalonowego przez N-BPs.
Zmiany stanu redoks CoQ wywotane tymi lekami wptywaja na funkcjonowanie
mitochondridw, stan energetyczny w komorkach $rodblonka czy biogeneze 1 dynamike
mitochondriow. A zatem, N-BPs prowadzg do przeprogramowania metabolicznego komorek
srodbtonka w odpowiedzi na obnizenie poziomu CoQ, ktdry jest waznym przeno$nikiem
elektronow w mitochondrialnym lancuchu oddechowym, a takze waznym komodrkowym

przeciwutleniaczem.
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Publikacja 2: Budzinska A, Galganski L, Wojcicki K, Jarmuszkiewicz W, (2025), Adaptation
of mitochondrial bioenergetic activity associated with coenzyme Q deficiency in human
endothelial cells after chronic exposure to bisphosphonates, alendronate and zoledronate,

Scientific Reports, 15, (IFSy 4,3), doi: 10.1038/s41598-025-02710-8

Badania opisane w tej publikacji stanowig poglebienie poprzednich badan, w ktérych
opisano wptyw N-BPs, wynikajacy z hamowania szlaku mewalonowego, na adaptacje
metabolizmu tlenowego na poziomie calych komoérek srodbtonka linii EA.hy926. Celem tej
pracy byto przyjrzenie si¢ zmianom wywotanym przez 6-dniowa hodowle komorek srodbtonka
EA.hy926 w obecno$ci Zol lub Ale w ich metabolizmie tlenowym na poziomie
mitochondrialnym 1 aktywnosci bioenergetycznej mitochondriow. W tym celu prowadzono
badania na mitochondriach izolowanych z komérek $rodblonka traktowanych 5 uM Ale lub 1

uM Zol.

Do tej pory nie badano zmian poziomu mtCoQ wywotlanego przez N-BPs. W pracy po
raz pierwszy pokazano, ze poziom catkowitego mtCoQ (mtCoQH:z + mtCoQ utleniony) w
mitochondriach komorek §rodbtonka traktowanych N-BPs zmniejsza si¢ 0 45-50%. Dodatkowo
zauwazono ~20% spadek poziomu CoQI10B, biatka niezbednego do poprawnego
funkcjonowania CoQ w tancuchu oddechowym. Zaobserwowano takze catkowitg utratg
zredukowanej formy mtCoQ (mtCoQH») pehligcej funkcje przeciwutleniacza, ktora w
komorkach kontrolnych stanowita ~12% catej puli mtCoQ. Utracie mtCoQH: towarzyszyt 10-
20% wzrost poziomu dysmutazy ponadtlenkowej 2 (SOD2), co wskazuje na zwigkszenie

obrony antyoksydacyjnej w mitochondriach komoérek traktowanych N-BPs.

Znaczne obnizenie przez N-BPs poziomu mtCoQ oznacza niedobor waznego
przenosnika elektronow w lancuchu oddechowym. Nastgpnym krokiem bylo zatem zbadanie
utleniania roéznych substratow oddechowych przez mitochondria izolowane z komorek
traktowanych Ale lub Zol. Eksperymenty te pokazaly, ze w warunkach rozprzggajacych, przy
maksymalnej aktywnos$ci fancucha oddechowego, szybko$¢ zuzycia tlenu podczas utleniania
palmitylokarnityny rosta o ~20% w poréwnaniu z mitochondriami komoérek kontrolnych.
Towarzyszyto temu zwigkszenie poziomu enzymu dehydrogenazy acetylo-CoA (ACADS),
bioracej udziat w poczatkowych etapach B-oksydacji. Obserwacje te wskazujg na wzrost
wykorzystania kwasow tluszczowych jako substratow w metabolizmie tlenowym

mitochondriow komorek traktowanych N-BPs. Aczkolwiek, w mitochondriach komorek
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traktowanych N-BPs zaobserwowano obnizenie szybko$ci zuzycia tlenu przy utlenianiu
glutaminianu o ~13% w poréwnaniu do mitochondriow kontrolnych. Dodatkowo, poziom
enzymu dehydrogenazy glutaminianowej (GDH), odpowiedzialnej za przeksztatcanie
glutaminianu do a-ketoglutaranu, ktory wiacza si¢ do cyklu Krebsa, obnizyt si¢ o ~13%.
Maksymalna szybko$¢ zuzycia tlenu podczas utleniania silnych redukujacych substratow
obnizala si¢ 0 ~17% w przypadku jabtczanu (substratu kompleksu I), o ~25% w przypadku

bursztynianu (substratu kompleksu II) i 0 ~21% przy uzyciu mieszaniny obu substratow.

Oceniono rowniez bioenergetyczne parametry mitochondriéw srédbtonka z komorek
kontrolnych i traktowanych N-BPs podczas utleniania bursztynianu (w obecno$ci rotenonu),
jablczanu oraz mieszaniny obu substratow oddechowych w warunkach fosforylujacych i
niefosforylujgcych. Dlugotrwata, 6-dniowa ekspozycja komoérek srodbtonka na Zol lub Ale
spowodowata, ze parametry sprzezenia mitochondriow tj. wspdtczynnik ADP/O oraz
wspotczynnik kontroli oddechowej byly obnizone o 13-19%, co $wiadczy o zmniejszonej
wydajnosci systemu fosforylacji oksydacyjnej. Szybkos¢ fosforylacji ADP w mitochondriach
komorek traktowanych N-BPs byla nizsza o ~30% przy uzyciu jabtczanu jako substratu
oddechowego, a przy uzyciu bursztynianu o ~40%. Wyniki te wskazuja na znaczaco

zmniejszong syntez¢ ATP w mitochondriach komorek srodblonka poddanych dziataniu N-BPs.

Mitochondria komoérek $rodbtonka hodowane w obecnosci N-BPs wykazaty mniejsza
szybko$¢ zuzycia tlenu podczas utleniania jablczanu (~20%) jedynie w warunkach
fosforylujacych w poréwnaniu z mitochondriami komorek kontrolnych. Co wiegcej, podczas
utleniania bursztynianu, w warunkach niefosforylujacych spadek szybkosci zuzycia tlenu
wynosit ~17%, a w warunkach fosforylujacych obnizenie wynosito ~30%. Przy zastosowaniu
mieszaniny obu substratéw oddechowych szybkos$¢ oddychania mitochondriow obnizyta si¢ o
~13% w warunkach niefosforylujacych 1 ~26% w warunkach fosforylujacych. W
mitochondriach komorek traktowanych Zol lub Ale, obnizeniu utleniania jablczanu 1
bursztynianu w warunkach niefosforylujacych towarzyszylo obnizenie mitochondrialnego
potencjatu btonowego (AY), szczegodlnie widoczne podczas utleniania bursztynianu. W
warunkach fosforylujacych, jedynie przy zastosowaniu bursztynianu zaobserwowano spadek
AY. Zatem, mitochondria komorek §rédbtonka poddanych dziataniu Zol lub Ale w porownaniu
do mitochondriow pochodzacych z komorek kontrolnych prezentuja mniejsza szybkosé
oddychania, mniejszy AY i obnizong wydajno$¢ systemu fosforylacji oksydacyjnej. Opisane
zmiany dotyczace funkcjonowania mitochondriow komorek traktowanych N-BPs byly

szczegoOlnie wyrazne podczas utlenianiu bursztynianu w porownaniu do utleniania jablczanu.
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W mitochondriach komorek srodbtonka poddanych dziataniu N-BPs produkcja H,O»
byla wyzsza w poréwnaniu z mitochondriami komoérek kontrolnych w warunkach
fosforylujacych 1 niefosforylujacych niezaleznie od uzytego substratu oddechowego.
Produkcja H>O> byla szczegélnie zwigkszona podczas utleniania jablczanu (~22-25%) w
porownaniu do utleniania bursztynianu (~13-15%). Ponadto, w mitochondriach komorek
traktowanych N-BPs poziom redukcji mtCoQ (mtCoQH2/mtCoQ catkowity) rést o ~18% z
jabtczanem 1 ~13% z bursztynianem. A zatem, w mitochondriach komoérek s$rédblonka
traktowanych Zol lub Ale, wzrost produkcji mtRFT byt zwigzany z zwigkszonym poziomem

redukcji mtCoQ, wynikajacym ze zmniejszonej puli mtCoQ.

W mitochondriach komorek kontrolnych i traktowanych N-BPs, w warunkach
fosforylujacych 1 niefosforylujacych podczas utleniania jablczanu i/lub bursztynianu,
potwierdzono bezposrednig zalezno$¢ produkeji mitochondrialnych RFT (mtRFT) od poziomu
redukcji mtCoQ. Wykres zaleznosci produkcji mtRFT od AY dla mitochondriéw komorek
poddanych dziataniu N-BPs byt przesuniety w stosunku do wykresu dla mitochondriéw
komorek kontrolnych w kierunku wigkszych wartosci produkcji H202 1 nizszych wartosci A,
wskazujac na hamowanie $ciezki utleniajacej mtCoQHz. Dodatkowo, aktywno$¢ kompleksu 111
byla nizsza w mitochondriach komoérek traktowanych o ~20%, podczas gdy aktywnos¢
kompleksu IV pozostata taka sama. Zauwazono réwniez ~17% spadek redukcji cytochroméw
a+as (wchodzacych w sktad kompleksu 1V), co wskazuje na obnizenie poziomu hemow a,

bedacych obok CoQ produktami szlaku mewalonowego hamowanego przez N-BPs.

Aby zrozumie¢, dlaczego w mitochondriach komorek §rédbtonka traktowanych N-BPs,
utlenianie substratu kompleksu II powodowalo silniejsze zmniejszenie oddychania i AY, ale
stabszy wzrost produkcji mtRFT i poziomu redukcji mtCoQ - w poréwnaniu z utlenianiem
substratu kompleksu 1 - zbadaliSmy zmiany w poszczegdlnych sktadnikach systemu
fosforylacji oksydacyjnej oraz ich molekularnej organizacji. Analiza poziomoéw kompleksow
taficucha oddechowego pokazata ~20% spadek poziomu podjednostki SDHB (sktadowej
kompleksu II), poziomu podjednostki Core 2 (sktadowej kompleksu III, CIII) i poziomu
podjednostki a (sktadowej syntazy ATP) w mitochondriach komérek traktowanych N-BPs.
Poziom podjednostki NDUFBS (sktadowej kompleksu I, CI) i podjednostki COXII (sktadowe;j
kompleksu IV, CIV) pozostal niezmieniony. Dalsze eksperymenty wykazaty spadek
aktywnosci kompleksu II i syntazy ATP w mitochondriach komoérek traktowanych N-BPs.
Aktywnos$¢ kompleksu I we wszystkich jego superkompleksach pozostala niezmieniona.

Poziom superkomplekséw obejmujacych CI + CIII (I + Il + IV(n) oraz I + IIIz) nie zmieniat
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si¢ w mitochondriach komorek traktowanych N-BPs. Natomiast poziom superkompleksu I1I> +
IV i dimeru III> zmniejszyt si¢. Podczas badania aktywnosci enzyméw w Zelu zaobserwowano
obnizenie aktywno$¢ kompleksu IV tylko w superkompleksie Il + IV. Aktywno$¢ innych
superkompleksow/kompleksow zwigzanych z kompleksem IV oraz poziom podjednostki
COXII, wchodzacej w sklad tego kompleksu, byly niezmienione. Opisane zmiany oraz
reorganizacja molekularnej struktury superkomplesow tancucha oddechowego moga by¢
istotne dla efektywniejszego wykorzystania zmniejszonej puli mtCoQ wywotanej dziataniem

N-BPs.

Nastepnie zbadano czy zwigkszona produkcja mtRFT w mitochondriach komoérek
traktowanych N-BPs wptywa na mitochondrialne systemy rozpraszajace energi¢ tj. biatka
rozprzegajace (UCP) oraz mitochondrialny kanat potasowy o duzym przewodnictwie
regulowany Ca?* (mitoBKca). W mitochondriach komérek traktowanych N-BPs poziom UCP2
byl o ~27% wyzszy, podczas gdy poziom UCP3 nie ulegl zmianie. Co wigcej, poziom
podjednostek kanatu mitoBKca, podjednostki porowej a i podjednostki regulacyjnej slop2, byt
niezmieniony. Badania aktywno$ci obu systemow rozpraszajacych energi¢ byly zgodne z tymi
obserwacjami. Nie obserwowano zmian w aktywnos$ci kanalu mitoBKca w mitochondriach
komorek traktowanych N-BPs w poréwnaniu do mitochondriéw kontrolnych. Natomiast,
pomiary kinetyczne wykazaly zwigkszong o ~40% aktywnos$¢ UCP indukowang przez kwasy
thuszczowe 1 hamowang przez GTP. Mozna przypuszczaé, ze zwickszona aktywno§¢ UCP
wynikata ze zwigkszonego poziomu UCP2. Podczas miareczkowania aktywnoS$ci
dehydrogenaz redukujagcych mtCoQ (komplekséw 1 1 II), stopniowa depolaryzacja blony
mitochondrialnej byla zwigzana z rosngca wrazliwoscig aktywnosci UCP na GTP. Wyniki te
potwierdzaja, ze nizszy poziom redukcji mtCoQ prowadzi do wigkszej inhibicji aktywnosci
UCP przez nukleotydy purynowe. Wyniki te wskazuja na to iz, w obliczu spadku poziomu
mtCoQ 1 zwigkszeniu produkcji mtRFT w mitochondriach komorek poddanych dziataniu N-
BPs, dochodzi do zwigkszenia poziomu 1 aktywnosci UCP2, co moze obniza¢ produkcje mtRFT

w warunkach niedoboru mtCoQ.

Podsumowujac, w komorkach §rédbtonka poddanych dziataniu Ale lub Zol, dochodzi
do uposledzenia funkcjonowania mitochondrialnego tancucha oddechowego oraz zmniejszenia
wydajnosci fosforylacji oksydacyjnej. W mitochondriach komoérek traktowanych N-BPs,
zwigkszony poziom redukcji mtCoQ (zwigkszony stan redoks mtCoQ) prowadzi do
zwigkszenia produkcji mtRFT. N-BPs wywolujg istotng reorganizacje systemu fosforylacji

oksydacyjnej oraz zwigkszenie udziatu utleniania kwasow tluszczowych w mitochondriach.
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Przedstawione badania stanowig pierwszy opis adaptacji bioenergetyki mitochondriow do

niedoboru mtCoQ w komoérkach poddanych dtugotrwalej ekspozycji na N-BPs.
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Publikacja 3: Budzinska A, Jarmuszkiewicz W, (2025), Consequences of inhibition of
mevalonate pathway by bisphosphonates at cellular and mitochondrial levels, manuskrypt
wystany (czerwiec 2025) do czasopisma Pharmaceuticals, w recenzji, zdeponowany w

preprints.org, doi: 10.20944/preprints202506.2071.v1

Ponizej opisano najwazniejsze punkty omawiane w pracy przegladowej bez podawania

pozycji literaturowych.

Praca zbiera dotychczasowa wiedze dotyczgcag bisfosfonianow (BPs) i1 ich wptywu na
funkcjonowanie komorek i ich mitochondriow. Najnowsze doniesienia literaturowe zebrane sg
w poszczegolne rozdziaty, od historii 1 podzialu BPs, przez mechanizm dziatania az do ich
wplywu na poziomie komorkowym i mitochondrialnym. Na poczatku opisano osteoporoze jako
jednostke chorobowa, w leczeniu ktorej powszechnie stosowane sa3 BPs. Duzy popyt na leki
antyresorpcyjne doprowadzil do powstawania coraz nowszych formut oraz generacji BPs, ktére

sg coraz silniejsze oraz skuteczniejsze w leczeniu osteoporozy.

Opis budowy, jak 1 mechanizmu dzialania poszczegdlnych typéw BPs wyjasnia istotne
réznice miedzy nimi. Przedstawiono dwie klasy BPs: starej generacji (niezawierajgce azotu)
oraz nowszych generacji (zawierajace azot - N-BPs). Odejscie od BPs starej generacji na rzecz
N-BPs wynika z faktu, iz te posiadajace azot wykazuja wigksze powinowactwo do krysztatow
hydroksyapatytu, ktory w wigkszych iloSciach wystepuje w miejscach o duzym tempie

ko$ciogubienia.

Nastepnie, opisano szlak mewalonowy, ktory blokuja N-BPs. Podrozdziat ten skupia si¢
kolejno na kazdym wazniejszym produkcie szlaku i jego roli. Poznanie skutkow hamowania
szlaku przez N-BPs utatwia zrozumienie szerokiego zakresu efektow ubocznych ich dziatanie
na rozne uklady 1 narzady. Szlak mewalonowy jest kluczowym nie tylko do osiagnigcia przez
osteoklasty aktywnosci resorpcyjnej, ale rowniez jest niezbedny do prawidlowego
funkcjonowania szeregu innych komorek. Aczkolwiek, oprocz negatywnych skutkéw inhibicji
tego szlaku, podkreslono réwniez potencjal terapeutyczny uzycia N-BPs w przypadku leczenia
nowotworow. Jednocze$nie wskazano na potrzebe dopracowania formuly N-BPs, ktoéra

umozliwiataby ominigcie wysokiego powinowactwa do kosci 1 pozwalata na terapi¢ celowana.

Zebrana dostgpna wiedza na temat dzialania N-BPs na komorki taczy skutki niedoboru

produktéow szlaku mewalonowego z mechanizmem dziatania N-BPs. Opisane efekty
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hamowania szlaku wptywaja na funkcjonowanie catego organizmu. Oprocz obnizenia poziomu
waznego antyoksydanta, CoQ, leki te zapobiegaja prenylacji biatek sygnatowych, takich jak
Ras czy Rho, niezbgdnych do transdukcji sygnatow w komorce. Biorgc pod uwage
poszczegbdlne produkty szlaku mewalonowego i ich rolg w procesach komoérkowych, opisano
negatywne dzialanie N-BPs poprzez hamowanie szlaku mewalonowego w zdrowych

komorkach, jednoczesnie wskazujac potencjal leczniczy N-BPs w terapii antynowotworowe;.

Badania dotyczace komorek kosci dostarczajg najwigcej danych o tym jak dziatajg na
nie N-BPs. Poniewaz osteoklasty stanowig gtowny cel terapii antyresorpcyjnej, zbadano jak N-
BPs dziataja nie tylko na nie, ale rowniez na komoérki nadbudowujace kos¢ (osteoblasty) oraz
na komorki réznicujace do osteoklastow. Pierwsze doniesienia o hamowaniu kanatow
wapniowych przez N-BPs w komorkach prekursorowych osteoklastow otwiera nowy kierunek

badania skutkéw ubocznych tych lekow.

Kolejno opisano efekty obejmujag wptyw N-BPs na komorki inne niz komoérki kosci.
Poréwnywanie miedzy soba badan opartych na réznych liniach komoérkowych z potencjalnym
wplywem in vivo jest niemozliwe, poniewaz czgsto stezenia uzyte w tych badaniach
przekraczaja st¢zenia uzywane w terapiach choréb kostnych. Efekt antynowotworowy N-BPs
udowodniony jest przez szereg opublikowanych prac, gtownie skupiajacych si¢ na
zmniejszeniu prenylacji biatek, takich jak Ras 1 Rho, poprzez hamowanie szlaku
mewalonowego. Zmniejszona preneylacja tych bialek negatywnie wptywa na polimeryzacje
cytoszkieletu aktynowego w komorkach nowotworowych ale takze moze mie¢ podobny wpltyw

na zdrowe komorki fibroblastow czy komorki migsni gltadkich naczyn krwionosnych.

N-BPs sg wydalane z organizmu przez nerki. W zwiazku z tym, powstato wiele badan
oceniajacych potencjalng toksycznos$¢ tych zwigzkow dla komorek nerek, gtdéwnie poprzez

wywotywanie stresu oksydacyjnego 1 apoptozy.

Poprzez wptyw na szlak sygnalowy EGFR/Akt/PI3K, N-BPs wywotuja aktywacje
jadrowego czynnika NF«xB, ktory stymuluje odpowiedz zapalng oraz apoptozg komorki.
Oprécz wzrostu cytokin prozapalnych, N-BPs, poprzez zahamowanie prenylacji w wyniku
blokowania szlaku mewalonowego, powoduja zmniejszenie poziomu bialek majacych za

zadanie niwelowa¢ odpowiedz zapalng.

W pracy opisano takze najnowsze dane dotyczace efektow blokowania szlaku
mewalonowego przez N-BPs zwigzanych z obnizeniem poziomu CoQ w komorkach. Do

niedawna, jedynie zaobserwowano obnizony poziom CoQ w surowicy kobiet w wieku
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pomenopauzalnym przyjmujacych N-BPs w ramach terapii antyresorpcyjnej. Publikacja naszej
grupy opisuje po raz pierwszy zmiany metabolizmu tlenowego wywotane zmniejszonym
poziomem CoQ w komoérkach srodbtonka traktowanych N-BPs. Badania te podkreslaja
powigzanie obnizonego poziomu tego waznego komorkowego przeciwutleniacza ze stresem
oksydacyjnym. Wywotane przez N-BPs zmniejszenie zuzycia tlenu przez komorki srodbtonka
moze prowadzi¢ do zwigkszonego poziomu tlenu, przyczyniajac si¢ do zwigkszenia produkcji

RFT i indukowania stresu oksydacyjnego.

Jak dotad stabo poznano wplyw N-BPs na metabolizm lipidoéw. W watrobie myszy
karmionych dieta wysokotluszczowa, Zol zmniejszat poziom lipidow i1 zwickszal ekspresje
gendw zwigzanych z utlenianiem kwasow tluszczowych. W komorkach $rédbtonka
obserwowano wzrost utleniania palmitynianu po traktowaniu Zol lub Ale, co wskazuje na
przesunigcie metabolizmu w kierunku katabolizmu kwaséw thuszczowych. Jednakze inne
badania wykazaty, ze Zol moze powodowa¢ akumulacje kwasow thuszczowych w komorkach

nerkowych, co moze prowadzi¢ do nefrotoksycznosci, wtoknienia tkanek lub chorob nerek.

Zaburzenia autofagii sa powigzane z silnym ograniczeniem prenylacji biatek, co moze
prowadzi¢ do aktywacji inflamasomu i $mierci komorki. Mimo ze N-BPs, jako inhibitory
szlaku mewalonowego, moga wplywac na autofagie, ich dzialanie w komoérkach innych niz
kostne jest stabo poznane. Szlak mewalonowy wspiera prenylacj¢ matych GTPaz, m.in. biatek
Rab, istotnych dla kontroli jako$ci mitochondriow, w tym ich fragmentacji 1 mitofagii.
Dotychczas tylko jedno badanie opisuje, ze N-BPs moga wplywaé¢ na dynamike i obrot
mitochondriow. W komorkach $rodbtonka traktowanych N-BPs zauwazono spadek poziomu
markeroéw fragmentacji mitochondriow przy jednoczesnym braku zmian w poziomie markerow
biogenezy i fuzji mitochondridw, sugerujace ograniczong degradacj¢ mitochondriow przez

mitofagi¢, prawdopodobnie w wyniku ostabienia sygnalizacji ERK1/2.

N-BPs moga obniza¢ poziom wapnia we krwi poprzez hamowanie resorpcji kosci, co
zmniejsza uwalnianie wapnia do krwiobiegu. Obecnie istniejg ograniczone dowody na to, ze
N-BPs zaburzajg gospodarke wapniowa w innych tkankach niz kosci i krew. W jednym z badan
wykazano, ze Ale wptywa na wewnatrzkomorkowa dynamike wapnia w kardiomiocytach w

warunkach in vitro.

Nastepny podrozdziat omawia nieliczne badania dotyczace wptywu N-BPs na poziomie
mitochondrialnym. Dziatanie N-BPs na poziomie mitochondrialnym moze wynikaé z

zahamowania szlaku mewalonowego 1 obnizenia poziomu jego produktow istotnych dla
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funkcjonowania mitochondriow, takich jak hemy a oraz mtCoQ, a takze zaburzenia

mitochondrialnej homeostazy wapniowe;.

Wykorzystujac izolowane mitochondria, zbadano mechanizm apoptozy wywotane;j
przez Zol w ludzkich komoérkach chioniaka grudkowego HF28RA. Badanie to pokazato, iz Zol
powodowat zwigkszong przepuszczalno$¢ btony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu ¢
do cytoplazmy, aktywacje kaspazy-3 i fragmentacje DNA — charakterystyczne cechy apoptozy
zaleznej od mitochondriow. Co ciekawe, suplementacja geranylgeraniol (GGOH),
przywracajgca prenylacje biatek, chronita komorki chtoniaka przed apoptoza, co podkresla
znaczenie prenylowanych biatek w utrzymaniu integralnosci mitochondriow i przezywalnos$ci

komorek.

W literaturze nie ma wielu danych dotyczacych wplywu N-BPs na gospodarke
wapniowa mitochondriéw. Tak na przyktad, w izolowanych mitochondriach komorek
nerkowych, zaobserwowano zmniejszone uwalnianie wapnia z mitochondriéw in vitro oraz
zwigkszenie jego poziomu in vivo. Natomiast etidronian (BP niezawierajacy azotu) wykazat
dziatanie ochronne na nerki w warunkach niedokrwienia, prawdopodobnie poprzez zwigkszong

sekwestracje wapnia w mitochondriach.

Do tej pory niewiele wiadomo bylo na temat zmian poziomu hemoéw a (sktadnikéw
niezbednych dla funkcjonowania kompleksu IV tancucha oddechowego) w mitochondriach w
wyniku dziatania N-BPs. W mitochondriach komorek srodbtonka traktowanych N-BPs
zaobserwowano spadek cytochroméw a + as, co wskazuje na zmniejszong zawarto$¢ hemow

a, cho¢ aktywnos$¢ enzymatyczna kompleksu IV pozostata niezmieniona.

Niewiele badan dotyczy wptywu N-BPs na funkcje oddechowe mitochondriow, jednak
dostgpne dane wskazuja na ich negatywne dziatanie. W mitochondriach izolowanych z nerek
szczurow traktowanych Zol stwierdzono spadek aktywno$ci dehydrogenaz, depolaryzacje
btony mitochondrialnej, jej zwigkszong przepuszczalnos¢ 1 zmniejszenie poziomu ATP. W
mitochondriach komorek $rodbtonka poddanych dzialaniu N-BPs obserwowano obnizong
aktywno$¢ oddechowa (z wyjatkiem zwigkszonego utleniania kwasow tlhuszczowych),
mniejszy potencjat blonowy oraz nizsza efektywnos¢ syntezy ATP. Dodatkowo wykazano
reorganizacj¢ superkompleksow tancucha oddechowego, co wskazuje na zaburzenie struktury

1 funkcjonowania tancucha oddechowego przez N-BPs.

N-BPs, jako inhibitory szlaku mewalonianowego, moga zaburza¢ syntez¢ CoQ, w tym

mtCoQ — kluczowego przenosnika elektronéw w tancuchu oddechowym. Po raz pierwszy, na
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przyktadzie mitochondriow izolowanych z komorek s$rodbtonka traktowanych N-BPs
wykazano, ze Zol 1 Ale wywotuja silny niedobor catkowitego mtCoQ i zanik jego zredukowane]
formy (CoQHb»), pehiacej funkcje antyoksydacyjna. Towarzyszacy tym zmianom wzrost
ekspresji mitochondrialnych biatek antyoksydacyjnych (SOD2, UCP2), nie zapobiega
wzrostowi produkcji nadtlenku wodoru (H203), co wskazuje na zaktocenie rownowagi redoks
1 nasilony stres oksydacyjny. Takie zaburzenia moga uszkadza¢ mitochondria i zaburzaé
homeostaze komoérkowa, co moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju choréb, m.in. sercowo-

naczyniowych, neurodegeneracyjnych a takze do przyspieszonego starzenia si¢ organizmu.

Podsumowujac, praca zbiera dotychczas dostgpng wiedzg na temat efektow hamowania
szlaku mewalonowego przez N-BPs na poziomie komérkowym i mitochondrialnym. W
zalezno$ci od zastosowania tych lekow, efekty te sa pozadane, jak w przypadku terapii
wspomagajacej przy leczeniu nowotworéw lub niepozadane jak podczas terapii
antyresorpcyjnej pacjentOw z osteoporoza. Biorac pod uwage proponowane uzycie N-BPs
przeciwko komorkom nowotworowym, zwrdcono uwage na rozwini¢cie nowoczesnych
rozwigzan formulacji lekow, w sposdb aby prezentowaly jak najmniej skutkéw ubocznych.
Jednoczesnie podkre§lono konieczno$¢ rozwinigcia badan nad wplywem N-BPs na komorki
inne niz kosci, do czego sktaniaja badania potwierdzajace ich negatywny wptyw na komorki

srodbtonka czy nerek.

Na koniec pracy przegladowej okreslono przyszite kierunki badan, ktére powinny
obejmowac analize dysfunkcji mitochondriow wywotanej przez N-BPs, ze szczegdlnym
uwzglednieniem funkcjonowania tancucha oddechowego oraz mechanizmow kontroli jakosci
mitochondriow. Badania te powinny dotyczy¢ tkanek 1 narzagdow, ktdre sa szczeg6lnie narazone
na efekty uboczne N-BPs, takie jak nerki, migénie szkieletowe, serce czy mozg. Szczegdlng
uwage nalezy poswieci¢ ocenie suplementacji CoQ jako potencjalnej strategii ochronnej
majacej na celu ztagodzenie wywotanych przez N-BPs uszkodzen mitochondriow oraz
zaburzefn w metabolizmie energetycznym komorki. Dalsze badania nad ztoZonym powigzaniem
pomiedzy szlakiem mewalonowym, funkcjonowaniem mitochondriow a ogdlng homeostaza
komorkowa beda istotne dla optymalizacji klinicznego zastosowania N-BPs 1 ograniczenia

efektow ubocznych w tkankach niebedacych celem terapii.
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7. Podsumowanie wynikow 1 wnioski

Wyniki pracy doktorskiej podkreslajg role CoQ jako przeciwutleniacza ale rowniez
jako istotnego elementu mitochondrialnego tancucha oddechowego. Publikacje 1 i 2 jako
pierwsze wigzg hamowanie szlaku mewalonowego przez N-BPs z obnizonym poziomem CoQ,
ktory moze by¢ jednym z czynnikéw powodujacych stres oksydacyjny i1 zmniejszenie
zywotno$ci komoérek srodbtonka. Obnizenie poziomu catkowitego CoQ 1 utrata jego
zredukowanej puli na poziomie komoérkowym i mitochondrialnym zaburza homeostaz¢ redoks
CoQ co istotnie wptywa na wzrost produkcji RFT w komorkach traktowanych N-BPs.
Zwigkszeniu produkcji RFT nie zapobiega uruchomienie biatek antyoksydacyjnych zaréwno w
cytozolu (SODI i GR) jak i mitochondriach (UCP2, SOD2). Na zwigkszony w komorkach
srédblonka stres oksydacyjny wywolany przez N-BPs wskazuja obnizony poziom HIFla i

kilkukrotnie podwyzszony poziom KDMO6A, biatka markerowego poziomu tlenu.

W komorkach $rédbtonka hodowla w obecnosci N-BPs powoduje hamowanie zaleznej
od prenylacji $ciezki sygnatowej ERK1/2 czemu towarzyszy zwigkszenie odpowiedzi zapalne;j
(wickszej dla Zol niz Ale) oraz zmiana w dynamice mitochondridow. Pomimo zwigkszenia
poziomu mitochondrialnych bialek markerowych (CS, COX, VDACI1), wskazujacych na
wiekszg ilo$¢ mitochondriow, poziom markerdw biogenezy mitochondriow (PGCla i NRF2),
pozostal bez zmian. Zmniejszenie poziomu bialek markerowych fragmentacji (MFF i
fosfoDRP1), przy niezmienionym poziomie biatka markerowych fuzji (OPA1), wskazuje na
adaptacj¢ sieci mitochondrialnej do zmienionych warunkéw metabolicznych wywotanych
przez N-BPs. Adaptacja ta moze obejmowac obnizong mitofagi¢ na co wskazuje zahamowanie
sciezki ERK1/2, regulujacej procesy dynamiki mitochondriow 1 zalezng od mitochondriow

apoptoze.

N-BPs istotnie zmieniaja metabolizm tlenowy komorek $rodblonka zaréwno na
poziomie komodrkowym, jak 1 mitochondrialnym. Pomimo zwigkszonej pojemnosci
oddechowej komorek (wigkszej aktywnosci CS 1 COX), prawdopodobnie wynikajacej z
wigkszej ilosci mitochondriow, w komorkach traktowanych N-BPs maleje utlenianie silnych
substratow oddechowych (pirogronianu i glutaminy). Co ciekawe, w komorkach traktowanych
N-BPs 1 w izolowanych z nich mitochondriach zwigkszeniu ulega utlenianie palmitynianu, co
wskazuje na przekierowanie metabolizmu w kierunku utleniania kwasow thuszczowych.
Obnizeniu utleniania pozostalych substratdow oddechowych na poziomie komodrkowym
towarzyszy obnizenie utleniania substratow kompleksow I i II w mitochondriach komorek

traktowanych N-BPs. Podczas utleniania tych substratow, obnizonej szybkosci zuzycia tlenu i
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wartosci AY towarzyszy zwigkszony poziom redukcji mtCoQ prowadzacy do zwickszonej
produkcji mtRFT. Obnizone mitochondrialne parametry sprzgzeniowe (ADP/O 1 wspdtczynnik
kontroli oddechowej) oraz zmniejszony komoérkowy poziom ATP wskazuja na zmniejszong

przez N-BPs synteze ATP 1 wydajnos¢ fosforylacji oksydacyjne;.

Wywotany przez N-BPs niedobdér mtCoQ jest powigzany ze zmiang poziomu i
aktywnosci kompleksow systemu fosforylacji oksydacyjnej i jego molekularnej organizacji. W
mitochondriach komorek $rédbtonka traktowanych N-BPs obserwowano obnizony poziom i
aktywnos$¢ kompleksow 1, I1I 1 syntazy ATP oraz obnizony poziom superkompleksu III> + IV.
Po raz pierwszy zaobserwowano takze, ze N-BPs moga zmniejsza¢ poziom heméw a czemu

nie towarzyszy jednak obnizona maksymalna aktywno$¢ kompleksu IV.

Po raz pierwszy badano wplyw N-BPs na metabolizm energetyczny i aktywno$¢
bioenergetyczng mitochondriow w komorkach i izolowanych mitochondriach $rodbtonka.
Konsekwencje metaboliczne 1 energetyczne indukowane przez N-BPs, na poziomie
komoérkowym 1 mitochondrialnym w komorkach innych niz kostne, nie byty dotad szeroko

badane, co opisuje praca przegladowa (Publikacja 3).

Przedstawione rozprawie doktorskiej badania na komodrkach $rodbtonka pozwalaja

sformutowac nastepujace wnioski koncowe:

1. Badania stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej podkreslaja role mitochondriow w
odpowiedzi komorek srédblonka na N-BPs, powszechne leki antyresorpcyjne.

2. N-BPs wywoluja adaptacj¢ metabolizmu tlenowego komorek srodbtonka obejmujaca
zmiany w utlenianiu substratéw energetycznych.

3. Wywotane przez N-BPs zmiany w homeostazie redoks CoQ na poziomie komorkowym
1 mitochondrialnym prowadza do zwigkszonej produkcji RFT. Zmiany te obejmuja
zanik zredukowanej puli CoQ, petniacej funkcje antyoksydacyjna, a takze zwigkszenie
poziomu redukcji mtCoQ (stanu redoks mtCoQ), bezposrednio zwigzanego z produkcja
mtRFT.

4. Zwickszona przez N-BPs produkcja RFT moze by¢ czynnikiem stymulujacym
adaptacj¢ metabolizmu tlenowego komodrek s$rodblonka towarzyszaca stresowi
oksydacyjnemu.

5. Zahamowanie szlaku mewalonowego przez N-BPs, prowadzace do obnizenia poziomu
CoQ 1 hemoéw a oraz do zmian w dynamice mitochondriow, moze wywotywac

dysfunkcje mitochondriéw.
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6. Obnizenie produkcji ATP 1 zaburzenie funkcjonowania tancucha oddechowego moga

by¢ istotnym elementem cytotoksycznego dziatania N-BPs na komorki srédblonka.

Wptyw N-BPs na komorki srédbtonka

Poziom komoérkowy:

| zywotnos$¢ komorek
1 stan zapalny
| szlak sygnalizacyjny ERK 1/2
| poziom ATP
1 produkcja RFT
| poziom catkowitego CoQ,
utrata CoQH,
Zmiana dynamiki mitochondriéw:
| fizja, < fuzja, 1 ilos¢ mitochondriéw

1 pojemnos$¢ oddechowa

Adaptacje metabolizmu tlenowego:

1 utlenianie kw. ttuszczowych i glukozy

. utlenianie glutaminy i pirogronianu

V Poziom mitochondrialny:

| poziom catkowitego mtCoQ,
utrata mtCoQH,

| utlenianie wigkszosci substratéw
oddechowych

1 utlenianie kwaséw ttuszczowych

| szybko$¢ oddychania, AW,
parametry sprzezenia

1 produkcja mtRFT, poziom
redukcji mtCoQ

1 poziom UCP2, © mitoBKg,
1 SOD2
| poziom hemoéw a

Zmiana aktywnosci i organizacji
tancucha oddechowego

Schemat podsumowujacy wyniki opisane w publikacjach doswiadczalnych sktadajacych si¢ na

rozprawe doktorska
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