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Wykaz skrétow

Wykaz skrotow
5-LO - (ang. 5-Lipoxygenase) 5-lipooksygenaza

AGS - (ang. Gastric adenocarcinoma) ludzka linia komoérek nabtonkowych gruczolakoraka
zotadka

AKt - (ang. Serine/threonine protein kinase B) kinaza serynowo-treoninowa B
ALP - (ang. Alkaline phosphatase) fosfataza alkaliczna

ALS - (ang. Alkali labile sites) miejsca zasadowo labilne

ALT - (ang. Alanine transaminase) aminotransferaza alaninowa

APAF-1 - (ang. Apoptotic peptidase activating factor 1) czynnik 1 aktywujacy proteazy
apoptotyczne

APC - ( ang. Adenomatous polyposis coli) onkogen

AST - (ang. Aspartate transaminase) aminotransferaza asparaginianowa
Bak - (ang. Bcl-2 homologous antagonist/killer) biatko proapototyczne
Bax - (ang. BCLZ Associated X) biatko proapoptotyczne

Bcl-2 - (ang. B-cell CLL/lymphoma 2) biatko B-komorkowej biataczki limfoblastycznej, biatko
antyapoptotyczne

bis-AAF-R110 - (ang. Bis-alanyl- alanyl-phenylalanyl- rhodamine 110) bis-alanylalanyl-
fenyloalanylorodamina 110

BLM - (ang. Bleomycin) bleomycyna
BSA - (ang. Bovine serum albumin) albumina surowicy bydlecej
CA - (ang. Caffeic acid) kwas kawowy

Caco-2 - (ang. Colorectal adenocarcinoma) linia komérek nabtonkowych gruczolakoraka jelita
grubego

CAPE - (ang. Caffeic acid phenethyl ester) ester fenyloetylowy kwasu kawowego
CAT - (ang. Catalase) katalaza

CASP - (ang. Comet Assay Software Project) program komputerowy do analizy testu
kometowego

CDH1 - (ang. Cadherin 1) kadheryna 1

clAP-1 - (ang. Cellular inhibitor of apoptosis protein 1) komo6rkowy inhibitor biatka apoptozy 1
cIAP-2 - (ang. Cellular inhibitor of apoptosis protein 1) komo6rkowy inhibitor biatka apoptozy 2
COX 1i 2 - (ang. Cyclooxygenase 1 and 2) cyklooksygenaza 11 2

CP - (ang. Cyclophosphamide) cyklofosfamid

CPT-11 - (ang. Irinotecan) irinotekan

CTNNB1 - (ang. Catenin beta 1) katenina betal

CYP450 - (ang. Cytochrome P450) cytochrom P450

DAPI - (ang. 4',6-diamidino-2-phenylindole) 4’6-diamidyno-2-fenyloindol
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DCF - (ang. 2',7'-dichlorofluorescein) 2’,7’-dichlorofluoresceina

DMEM - (ang. Dulbecco's Modified Eagle Medium) nazwa medium hodowlanego

DMSO - (ang. Dimethyl sulfoxide) dimetylosulfotlenek

DNA - (ang. Deoxyribonucleic acid) kwas deoksyrybonukleinowy

DSB - (ang. Double strand break) podwojne pekniecia nici DNA

E2F-1 - (ang. Transcription factor E2F1) czynnik transkrypcyjny E2F1

ECM - (ang. Extracellular matrix) macierz pozakomdrkowa

EDTA - (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid) kwas (etylenodiamino)tetraoctowy
EEP - ekstrakt etanolowy z propolisu

EGF - (ang. Epidermal growth factor) naskérkowy czynnik wzrostu

EGFR - (ang. Epidermal growth factor receptor) receptor naskérkowego czynnika wzrostu
EMT - (ang. Epithelial mesenchymal transition) przej$cie nabtonkowo-mezenchymalne

ERK - (ang. Extracellular signal-regulated kinases) Kkinazy regulowane sygnatem
zewnatrzkomdérkowym

FasL - biatko transbtonowe typu II
FDA - (ang. Food and Drug Administration) Amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw
FOXO01 - biatka nalezgce do rodziny forkhead box O, czynnik transkrypcyjny

GF-AFC - (ang. Glycylphenylalanyl-aminofluoroumarin) glicylo-fenyloalanina-
aminofluorokumaryny

GSH- (ang. Glutathione) glutation

GSH-Px - (ang. Glutathione Peroxidase) peroksydaza glutationowa
GSH-Red - (ang. Glutathione reductase) reduktaza glutationowa
Gsk-3f - (ang. Glycogen synthase kinase 3) kinaza syntazy glikogenu 3
GSSG - (ang. Glutathione disulfide) disulfid glutationu

H,DCFDA - (ang. 2',7"-dichlorodihydrofluorescein diacetate) dioctan 2',7'-
dichlorodihydrofluoresceina

HC - (ang. Hemorrhagic cystitis) krwotoczne zapalenie pecherza moczowego

HCT116 - (ang. Colorectal carcinoma) linia komoérek nabtonkowych gruczolakoraka jelita
grubego,

HIV - (ang. Human immunodeficiency virus) ludzki wirus niedoboru odpornosci

HO 1 - (ang. Heme oxygenase 1) oksygenaza hemowa

H-ras - (ang. Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog) onkogen

HT29 - (ang. colorectal adenocarcinoma) linia komoérek gruczolakoraka jelita grubego

HUVEC - (ang. Human umbilical vein endothelial cells) ludzkie komorki $rédbtonka zyty
pepowinowej



Wykaz skrétow

IFN vy - (ang. Interferon gamma) interferon gamma

IL - (ang. Interleukin) interleukina

IL-1B - (ang. Interleukina 1) interteukina 13

IL-2 - (ang. Interleukina 2) interteukina 2

IL-6- (ang. Interleukina 6) interteukina 6

iNOS - (ang. Inducible nitric oxide synthase) syntaza tlenku azotu

IkB-« - (ang. inhibitor of nuclear factor kappa B) inhibitor czynnika jadrowego «B

JNK - (ang. c-Jun N-terminal kinases) N-konicowe kinazy C-Jun, onkogen

KRAS - (ang. V-KI-RASZ Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) onkogen

LAV - (ang. Lymphadenopathy associated virus) wirus zwigzany z limfadenopatia

LDH - (ang. Lactate dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

LMP - (ang. Low melting point) niski punkt topnienia

MCP-1 - (ang. Monocyte chemoattractant protein-1) biatko chemotaktyczne monocytow
MET - (ang. Mesenchymal-epithelial transition) przej$cie mezenchymalno-nabtonkowe
MMP - (ang. Matrix metalloproteinases) metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowej
mTOR - (ang. mammalian target of rapamycin) kinaza tzw. ssaczy cel rapamycyny

MTT - (ang. 3-(45-dimethyl-2 thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium) bromek 3-(4,5-
dimetylo-2-tiazolilo)-2,5-difenylo-2H-tetrazoliowy

Myb - (ang. V-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog) onkogen
ne - (ang. Expected number) liczba oczekiwana

NFxB - (ang. Nuclear factor kB) czynnik jadrowy kB

NMP - (ang. Normal melting point) normalny punkt topnienia

no - (ang. Observed number) liczba obserwowana

Noxa - (ang. Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1) biatko indukowane forbolem
12-mirystynianu 13-octanu, biatko proapoptotyczne

N-ras - (ang. Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) onkogen
ODC - (ang. Ornithine decarboxylase) dekarboksylaza ornityny

p38MAPK - (ang. p38 mitogen-activated protein kinases) kinazy biatkowe aktywowane
mitogenem p38

PBS - (ang. Phosphate Buffered Saline) buforowana forforanem sol fizjologiczna

PDK1 - (ang. phosphoinositide-dependent kinase 1) kinaza 1 zalezna od fosfatydyloinozytolu
PI - (ang. Propidium iodide) jodek propidyny

PIK3CA - (ang. Phosphatidylionositol 3-kinase catalytic alfa) kinaza PIC3A

PIVS5 - (ang. Parainfluenza virus 5) wirus paragrypy 5

PS - (ang. Phosphatidyl serine) fosfatydyloseryna
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RAS - (ang. Rat sarcoma virus) onkogen

RFT - reaktywne formy tlenu

RFU - (ang. Relative fluorescence units) wzgledne jednostki fluorescencji

RLU - (ang. Relative luminescence units) wzgledne jednostki luminescencji

RNazy - (ang. Ribonucleases) rybonukleazy

ROS - (ang. Reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

RPMI - (ang. Roswell Park Memorial Institute medium) nazwa medium hodowlanego
rRNA - (ang. Ribosomal ribonucleic acid) rybosomalny kwas rybonukleinowy

RTK - (ang. Receptor tyrosine kinase) receptor kinazy terozynowej

siRNA - (ang. small interfering RNA) matly interferujacy RNA

SN38 - (ang. 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin) 7-etylo-10-hydroksykamptotecyna
SOD - (ang. Superoxide dismutase) dysmutaza ponadtlenkowa

SSB - (ang. Single strand break) pojedyncze pekniecia nici DNA

TAM - (ang. Tamoxifen) tamoksyfen

T-cf - (ang. T-cell factor) czynnik transkrypcyjny komoérek T

TCI - (ang. Tokyo Chemical Industry) firma z odczynnikami chemicznymi

TGF - (ang. Transforming growth factor f§) transformujacy czynnik wzrostu beta
TGF a i B - (ang. Transforming growth factor a and ) transformujacy czynnik wzrostu a i §
TNF - (ang. Tumor necosis factor) czynnik martwicy nowotworéw

Topol - (ang. Topoisomerase I) topoizomeraza |

TP53 - (ang. Transformation-related protein 53) biatko 53 zwigzane z transformacja
nowotworowag

TPA - (ang. 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) forbol 12-mirystynian 13-octanu,
aktywator kinazy

TRAIL - (ang. Tumor necrosis factor related- related apoptosis-inducing ligand) ligand czynnika
martwicy nowotworu indukujacy apoptoze

Twist 2 - (ang. Protein 2 in humans is encoded by the TWISTZ gene) biatko 2 kodowane u ludzi
przez gen TWIST2

VEGF - (ang. Vascular endothelial growth factor) czynnik wzrostu srodbtonka naczyniowego
Ws/a — wspéiczynnik synergizmu/antagonizmu

XIAP - (ang. X-linked inhibitor of apoptosis protein) inhibitor biatka apoptozy sprzezony
z chromosomem X

XO - (ang. Xanthine oxidase) oksydaza ksantynowa



Rozdzial 1

Wstep

11



Wstep

I. WSTEP

Obszerna wiedza na temat etiologii nowotworéw na poziomie epigenetycznym,
genetycznym i molekularnym otwiera ogromne mozliwos$ci zrdznicowanej diagnostyki
procesu inicjacji i progresji nowotworowej. Odkrycie biomarkeréw nowotworowych takich
jak: receptor naskérkowego czynnika wzrostu (EGFR), cyklooksygenaza-2 (indukowana
posta¢ syntazy cyklicznego nadtlenku prostaglandynowego; COX-2), RAS (biomarker
przerzutowego raka jelita grubego), oraz ich inhibitoréw, stato sie skuteczna strategia
w leczeniu onkologicznym (Gullett i wsp., 2010). Z kolei, wystepowanie efektow ubocznych
i ograniczenia terapeutyczne konwencjonalnych chemioterapeutykéw przyczyniaja sie do
poszukiwania produktéw o charakterze protekcyjnym, ktére mogg stanowi¢ wsparcie terapii
przeciwnowotworowej. Coraz wieksza uwage badaczy zwracaja produkty naturalne ze
wzgledu na bezpieczenstwo ich stosowania i zdolno$¢ zmniejszania ryzyka zachorowania na
raka (Lappe i wsp., 2007; Peterlik i wsp., 2009; Kim i wsp., 2010). Produkty ziotowe i tzw.
suplementy diety naleza do produktéw ogdlnodostepnych i mozna je kupi¢ bez recepty
w aptekach, ale takze sklepach spozywczych i drogeriach. Ich bezpieczenstwo i skuteczno$¢ na
og6t nie jest potwierdzana na podstawie rygorystycznych badan naukowych,
w przeciwienstwie do lekdw. Nalezy rowniez podkresli¢, ze suplementy diety nie musza by¢
monitorowane pod katem wystepowania dziatan niepozadanych czy tez ewentualnych
interakcji z innymi lekami (Bojarowicz i DZwigulska, 2012).

Coraz wieksza liczba oséb zdrowych stosuje alternatywne $rodki lecznicze, w tym
suplementy diety, ktére mogltyby zmniejszy¢ ryzyko pojawienia sie niektérych choréb (Barnes
i wsp., 2004; Barnes i wsp., 2008). Ros$nie takze liczba pacjentéw cierpigcych na schorzenia
onkologiczne, ktérzy zazywaja suplementy diety, aby zminimalizowa¢ efekty uboczne
stosowanych podczas terapii przeciwnowotworowej, chemioterapeutykéw. Wiedza, na temat
interakcji przyjmowanych preparatéw, bedacych m.in. suplementami diety ze standardowymi
chemioterapeutykami, nie jest rozpowszechniona wsréd pacjentéw. Ponadto, wystepuja
przypuszczenia, ze stosowanie niektdrych suplementéow diety w wiekszych dawkach moze
wywiera¢ efekt odwrotny od zamierzonego, tzn. moze przyspieszac¢ rozwdj wielu nowotworow
(Norman i wsp., 2003; Bojarowicz i Dzwigulska, 2012). Istnieja dwie przeciwstawne teorie
dotyczace obecnosci suplementéw w diecie pacjentéw bedacych w trakcie chemioterapii.
Udokumentowano, zZe zastosowanie suplementéw moze znaczgco poprawi¢ efekty terapii,
ajednocze$nie ochroni¢ prawidlowe tkanki przed cytotoksycznym dziataniem lekéw oraz
niwelowac uboczne skutki ich dziatania (Prasad i wsp., 1999; Lamson i Brignall, 1999; Conklin,
2000). Z drugiej strony ww. produkty, obecne w diecie pacjentéw onkologicznych, moga

wptywac na zmniejszenie pozadanego efektu cytotoksycznego stosowanych lekéw w stosunku
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Wstep

do komérek nowotworowych, a w konsekwencji zmniejszy¢ ich skutecznos¢ terapeutyczna
(Labriola i Livingston, 1999; Kong i Lillehei, 1998).

Kluczowym wyzwaniem dla naukowcéw jest jak najlepsze wykorzystanie tych
informacji w opracowywaniu skutecznej terapii przeciwnowotworowej (Gullett i wsp., 2010).
Produkty naturalne wydaja sie by¢ obiecujagcym zrédiem nowych aktywnych zwigzkow
o charakterze terapeutycznym, jednak droga do otrzymania wystandaryzowanego produktu
o okreslonej skutecznosci terapeutycznej wymaga wielu szczegétowych badan, zaréwno na

poziomie in vitro, jak i in vivo.

I. 1. Propolis

Propolis jest suplementem diety powszechnie stosowanym, zaréwno przez ludzi
zdrowych, jak i chorych. Stowo propolis pochodzi od dwoch greckich stéw ,,pro” i, polis”, ktére
oznaczaja odpowiednio ,obrone” i ,miasto” lub tez ,spoteczno$¢” (Castaldo i Capasso, 2002).
Propolis juz w starozytno$ci znalazt zastosowanie w medycynie naturalnej. Egipcjanie uzywali
go do balsamowania zwlok, a greccy irzymscy lekarze stosowali propolis jako $rodek
antyseptyczny i leczniczy przy zasklepianiu ran, szczegélnie w terapii ran skérnych
i Sluzéwkowych. Antybakteryjne stosowanie propolisu stato sie bardzo popularne w Europie
miedzy XVII a XIX wiekiem, a pod koniec XIX w. propolis byl powszechnie stosowany ze
wzgledu na swoje wtasciwosci lecznicze. Zostat réwniez uzyty w sowieckich klinikach do
leczenia gruzlicy podczas Il wojny Swiatowej (Havsteen i wsp., 1983; Burdock, 1998). Obecnie
propolis jest powszechnie stosowany w kosmetykach i medycynie alternatywnej podczas
terapii réznych chordb, w tym infekcji drég oddechowych, przeziebienia i grypy, ale takze
gojenia sie ran, oparzen, tragdziku i opryszczki narzadéw ptciowych. Dzieki mozliwo$ciom
zapobiegania prochnicy oraz leczenia zapalenia dzigset i jamy ustnej propolis jest stosowany
jako skladnik komercyjnych preparatéw do ptukania jamy ustnej i past do zebéw (Hongal

i wsp., 2014).

Propolis, nazywany takze kitem pszczelim, jest substancjg pochodzenia naturalnego,
zbierang przez pszczoty z niektérych czesci kwiatow, gtdwnie pgkdéw, a takze zywicy drzew
i krzewow (Pietta i wsp., 2002). Surowy propolis sktada sie zazwyczaj z okoto 50% zywic, 30%
woskéw, 10% olejkow eterycznych, 5% pytkéw i5% réznych zwigzkéw organicznych
(Burdock, 1998; Gomez-Caravaca i wsp., 2006; Bonamigo i wsp., 2017) (Tab. 1.). Owady
modyfikujg propolis, wzbogacajac go woskiem pszczelim oraz wydzieling gruczotéw
Slinowych. Kit pszczeli, tworzac swoistg bariere miedzy $rodowiskiem zewnetrznym
a wewnetrznym, jest uzywany przez pszczoty do ochrony ula przed mikroorganizmami (Wagh,

2013).
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Tabela 1. Sktad surowego propolisu

Zywice 50%
Woski 30%
Olejeki eteryczny 10%
Pyiki 5%

Zwiazki pochodzenia organicznego (kwasy fenolowe, flawonoidy, terpeny) | 5%

mikroelementy (Cu, Si, Mg, Mn, Zn); witaminy z grupy E, H,Pi B

Na konsystencje propolisu w znacznym stopniu wptywa temperatura: ponizej 15°C jest
twardy, w temperaturze okoto 21°C powoli zaczyna robi¢ sie miekki, natomiast
w temperaturze pomiedzy 30°C a 35°C (jest to temperatura jaka panuje w ulu) jest catkowicie
plastyczny (Kedzia, 2009). Kolor propolisu, w zalezno$ci od rodzaju roslin, z ktérych zbierana
jest zywica, moze by¢ zétty, brazowy lub prawie czarny (Rycina 1). Zapach propolisu jest

intensywny i aromatyczny (Sawicka i wsp., 2012).

Rycina 1. Kolor propolisu zalezny od gatunku roslin, z ktérych zbierany jest pytek i zywica

(strona internetowa 1).

Wykorzystanie propolisu w preparatach farmaceutycznych, weterynaryjnych,
suplementach diety czy kosmetykach wymaga przeprowadzenia ekstrakcji, w wyniku ktorej,

za pomocg 70%, etanolu otrzymuje sie jego zageszczony ekstrakt (EEP). W optymalnych
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warunkach ekstrakcji, zawarto$¢ substancji aktywnych biologicznie w EEP siega az 64,3-

68,5% (WozZniak i wsp., 2016) (Rycina 2).

” SUROWY PROPOLIS \
-

PLYNNY EKSTRAKT ‘
/.y ETANOLOWY

PROPOLISU

Ekstrakcja 70% etanolem (1:10)
Temperatura 20°C - 30°C, 5 dni

Odparowanie etanolu w
aparaturze prézniowej,

temperatura powyzej 40°C
» ZAGESZCZONY
EKSTRAKT
ETANOLOWY 2
PROPOLISU — EEP
(zawartos¢ suchej
masy ok. 65%)
Preparaty Kosmetyki
farmaceutyczne
Suplementy
) diety I
Aowoni| gm q
3 . : = F, m [ =2
et W - (e
S I~ Ly

Rycina 2. Schemat otrzymywania oraz wykorzystania zageszczonego ekstraktu etanolowego

z propolisu (WoZniak i wsp., 2016).

Komponentami propolisu s3 ttuszcze, kwasy alifatyczne i aromatyczne, flawonoidy,
terpeny, alkohole, cukry i estry (Marcucci, 1995). Wséréd ww. szerokiej gamy zwigzkow
chemicznych, flawonoidy odpowiedzialne sa za wtasciwosci farmakologiczne propolisu.
Ws$réd nich mozna znalezé¢ flawony, flawonole, flawanony, flawanonole, chalkony
i dihydrochalkony, izoflawony, flawany, izoflawany i neoflawonoidy (Bankova, 2005).
Terpenoidy bedace zwigzkami lotnymi, obecne s3 w 10% w propolisie, nadaja mu zapach
i podobnie jak flawonoidy, wptywaja na jego wtasciwosci biologiczne. Obejmujg one
monoterpeny, diterpeny, triterpeny iseskwiterpeny. Z kolei, do zwigzkéw fenolowych
obecnych w propolisie zaliczamy m.in. rézne kwasy, takie jak: cynamonowy, pumarynowy
i kawowy (Bankova, 2005). Propolis zawiera takze wazne witaminy: B1, B2, B6, C i E oraz
pierwiastki: wapn, potas, sdd, miedz, cynk, mangan i Zelazo, a takze enzymy: dehydrogenaze
bursztynianowa, glukozo-6-fosfataze, trifosfataze adenozynowa i kwasng fosfataze (Boisard

iwsp., 2014).
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Liczne badania potwierdzity réznice w procentowej zawarto$ci poszczegoélnych
sktadnikéw propolisu, w zaleznosci od pochodzenia i rodzaju roé$lin, z ktérych zbierana jest
Zywica, a takze gatunku pszczo6t. Propolis ze strefy umiarkowanej (Europy, Ameryki P6inocne;j,
Azji) jest klasyfikowany jako propolis typu topolowego, a jego gtéwnymi sktadnikami sa
flawonoidy, kwasy fenolowe i ich estry (Bankova, 2005; Boisard i wsp., 2014; Graikou i wsp.,
2016). Propolis brzozowy, wystepujacy w Rosji zawiera takze flawonoidy, jednak inne niz
w propolisie typu topolowego (Bankova, 2005). Propolis $rédziemnomorski jest
charakterystyczny dla regionéw subtropikalnych, takich jak Grecja, Sycylia, Malta, Cypr,
Chorwacja czy Algieria icharakteryzuje sie stosunkowo duzymi ilo$ciami diterpenéw
(Bankova, 2005, Graikou i wsp., 2016). Z kolei, w strefach tropikalnych zidentyfikowano kilka
rodzajéw propolisu pochodzacych z wielu réznych Zrédet np. w Brazylii istnieje trzynascie
réznych typow propolisu, w tym zielony, czerwony i brgzowy. Najpopularniejszy jest zielony,
ktéry zawdziecza swdj kolor chlorofilowi wystepujagcemu w mtodych tkankach. Ten typ
propolisu jest bogaty w pochodne fenylopropanoidéw (np. artepilina C) i diterpeny, natomiast
flawonoidy wystepuja w nim w niewielkich ilo$ciach (Bankova, 2005). Czerwony propolis
charakteryzuje sie obecnoscia licznych flawonoidéw (formononetyny, luteoliny, likirygeniny,
rutyny, kwercetyny), zas bragzowy propolis, bogaty w fenole, triterpenoidy i izoflawonoidy, jest

produkowany gtéwnie w pétnocno-wschodniej Brazylii (Bankova, 2005, Ueda i wsp., 2017).

Ze wzgledu na swoje cenne wilasciwosci m.in. przeciwgrzybicze (Kujumgiev i wsp.,
1999), przeciwbakteryjne (Trusheva i wsp., 2010; Silici i wsp., 2007), przeciwzapalne (Cunha
i wsp., 2004) i antyoksydacyjne (Russo i wsp., 2002) propolis jest wykorzystywany
w medycynie naturalnej na calym $wiecie, a obecnie sprzedawany jest jako suplement diety,
sktadnik kosmetykéw i jako komponent zywnosci funkcjonalnej. Propolis posiada réwniez
potencjat przeciwnowotworowy, jednak ze wzgledu na zmienny sktad kitu pszczelego trudno
jest okresli¢ molekularne mechanizmy aktywnos$ci przeciwnowotworowej propolisu (Kuo
iwsp., 2015). Sposréd ponad dwunastu estréw aromatycznych najczesciej badanym
i wykazujacym szczegblne dzialanie farmakologiczne jest ester fenyloetylowy kwasu
kawowego (CAPE). Charakteryzuje sie on silng aktywnos$cia przeciwbakteryjng,
przeciwwirusowa i przeciwnowotworowa. Zostal on takze zidentyfikowany jako jeden
z gtbwnych,  biologicznie  czynnych, sktadnikéw  propolisu o  wilasciwosciach

chemoprotekcyjnych (Akyol i wsp., 2012, Sawicka i wsp., 2012).

L. 2. Ester fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE)
CAPE pierwszy raz zostatl zsyntetyzowany w 1988 roku na Uniwersytecie Columbia

w Nowym Jorku (Grunberger i wsp., 1988). Zwiazek ten, nalezy do grupy polifenoli i posiada
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grupy hydroksylowe w obrebie pierscienia katecholowego (He iwsp. 2006). Jego wzdr
sumaryczny to C17H1604, 2 masa molowa wynosi 284,4 g/mol (Rycina 3) (Akyol i wsp., 2012).
Struktura chemiczna CAPE sktadajaca sie z dwoch grup hydroksylowych fenolu odgrywa
kluczowg role w aktywnosci biologicznej tego zwigzku. Aktywno$¢ CAPE mozna zwiekszy¢
poprzez podstawienie jednej grupy hydroksylowej i wydtuzenie tanicucha alkilowego czesci

alkoholowej (Akyol i wsp., 2012).

e
Ho]@/\)k o
HO
Rycina 3. Wzér strukturalny estru fenyloetylowego kwasu kawowego (CAPE).

Komercyjnie dostepny CAPE wystepuje jako biaty proszek, ktory jest rozpuszczalny
w etanolu, dimetylosulfotlenku lub octanie etylu. Moze by¢ albo ekstrahowany z propolisu za
pomocg réznych metod ekstrakcji, albo syntetyzowany z kwasu kawowego i alkoholi
fenyloetylowych (Akyol i wsp., 2015). Dane literaturowe wskazujg, ze CAPE nie wykazuje
znaczacych efektow cytotoksycznych w stosunku do komérek prawidtowych (Grunberger
i wsp., 1988). Natomiast, wykazano, ze aktywno$¢ CAPE odpowiada za przeciwnowotworowe
wtasciwosci propolisu, jednak mechanizm dziatania estru nie zostat jeszcze dokladnie

poznany.

I. 3. Przeciwnowotworowe wlasciwosci CAPE

CAPE jest jednym z najcenniejszych bioaktywnych komponentéw pozyskiwanych
w wysokim  stezeniu z  propolisu. Dotychczasowe badania wykazaty jego
przeciwnowotworowa aktywnos¢ o szerokim spektrum dziatania w stosunku do wielu modeli
nowotwor6w in vitro i in vivo. Dziatanie biologiczne CAPE jest ukierunkowane na czynnik
transkrypcyjny NF-kB, promujgcy apoptoze w szerokim zakresie linii komérkowych (Rycina
4). Ponadto, CAPE redukuje stres oksydacyjny, ktéry odgrywa kluczowa role w patogenezie

wielu typ6w nowotworéw (Tolba i wsp., 2013).
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Rycina 4. Biatka biorgce udziat w proapoptotycznej, antyproliferacyjnej, oksydacyjnej
i przeciwzapalnej aktywnosci CAPE. Stymulacja aktywnosci biatek w wyniku dziatania CAPE sq
oznaczone zielonymi strzatkami skierowanymi w gére. Inhibicyjne dziatanie CAPE, oznaczone sq

czerwonymi strzatkami skierowanymi w dét.

I. 3.1. Aktywnos$¢ antyproliferacyjna

Komoérki nowotworowe charakteryzuja sie niekontrolowanym tempem proliferacji
spowodowanym nieprawidtowym funkcjonowaniem genéw odpowiedzialnych za synteze
biatek/enzymdéw biorgcych udziat w regulacji cyklu komoérkowego (Wu i wsp., 2011). Istnieje
wiele doniesien literaturowych potwierdzajacych antyproliferacyjny charakter CAPE.
Dotychczas wykazano, iz CAPE hamuje proliferacje komoérek wielu linii nowotworowych,
w tym raka piersi (Watabe i wsp., 2004), jelita grubego (Xiang i wsp., 2006), raka ptuc (Chen
i wsp., 2004), czerniaka (Kudugunti i wsp., 2011), glejaka (Kuo i wsp., 2006), trzustki (Chen
i wsp., 2008), jamy ustanej (Kuo i wsp., 2015) oraz szpiczaka mnogiego (Koru i wsp., 2009).

Badania wskazujg, iz aktywno$¢ antyproliferacyjna moze wynika¢ z oddzialywania

CAPE z kompleksem (-katenina/T-cf. -katenina to biatko wielofunkcyjne, odpowiedzialne za
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adhezje komorek, jak roéwniez transdukcje sygnatéw za posrednictwem szlaku
sygnalizacyjnego WNT (szlak sygnalizacyjny WNT tworzy szereg bialek odgrywajacych role
w embriogenezie i karcynogenezie, a takze fizjologicznych procesach zachodzacych
w prawidlowych komérkach dorostych organizméw) (Gottardi i wsp., 2001, Moon i wsp,,
2002). Funkcja sygnalizacyjna B-kateniny jest szczegélnie wazna w przypadku raka jelita
grubego, w ktéorym powszechna jest jej aktywacja w wyniku mutacji w genie APC lub mutacji
w N-konicowym regionie [3-kateniny (Bright-Thomas i Hargest, 2003). Sygnalizacja (-kateniny
wspomaga przejscie komorek z fazy G1 do S cyklu komérkowego (Orford i wsp., 1999). CAPE
hamuje aktywno$¢ transkrypcyjna kompleksu 8 katenina/T-cf w komoérkach raka okreznicy
(HCT116) i gruczolakoraka jelita grubego (SW480) oraz zmniejsza ekspresje cykliny D1 i genu
C-myc (Wu iwsp., 2011, He i wsp., 2006) w sposob zalezny od dawki. Zwiekszenie liczby
komoérek linii HCT116 w fazie GO/G1 cyklu komérkowego, a nastepnie spadekich liczby w fazie
S pod wptywem CAPE, w zalezno$ci od dawki i czasu ekspozycji, byto rowniez zwigzane ze
zmniejszeniem sie poziomu 3 kateniny w cytoplazmie ijadrze komérkowym (Wang i wsp.,
2005). Ponadto, wykazano, ze CAPE powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego w komoérkach
glejaka C6 poprzez indukcje inhibitoréw kinaz cyklinozaleznych: p21wafl/cpl p27Kipl j p16INK4A
(Kuo i wsp., 2006; Lin i wsp., 2012).

Kolejnym sugerowanym mechanizmem antyproliferacyjnej aktywnosci CAPE jest jego
wptyw na dziatanie kinazy Akt, ktéra odpowiada za fosforylacje wielu biatek zwigzanych
z regulacja podstawowych proceséw komoérkowych, w tym takze proliferacja komorek
(Krzeslak, 2010). Istniejg trzy izoformy tego enzymu, Aktl, Akt2 i Akt3 (Gonzalez i McGraw,
2009). Regulacja aktywnosci kinazy Akt odbywa sie poprzez fosforylacje treoniny 308 i seryny
473. Fosforylacja Thr308 jest aktywowana przez kinaze PDK1 (Murugan i wsp., 2013), podczas
gdy fosforylacja Ser473 jest aktywowana przez kinaze mTOR (Sarbassov i wsp., 2005, Jacinto
iwsp., 2006). Kinaza Akt reguluje fosforylacje kinazy Gsk-3f (Ser9), ktéra ma wptyw na
synteze i aktywno$¢ (-kateniny, cykliny D1 i cykliny E (Li i wsp., 2005; Rdssig i wsp., 2002).
CAPE zmniejsza fosforylacje kinazy Akt w komoérkach gruczolakoraka prostaty (PC-3) oraz
komoérek ludzkiego plaskonabtonkowego raka jamy ustnej (TW2.6), co uniemozliwia jej
prawidtowe dziatanie (Kuo i wsp. 2013; Tolba i wsp., 2013). Dodatkowo, zahamowanie
fosforylacji Akt spowodowane dziataniem CAPE, powoduje hamowanie inwazyjnosci komoérek
nowotworowych PC-3 oraz TW2.6. Biatka FOX01 i FOX03a sg supresorami nowotworéw, a ich
fosforylacja przez kinaze Akt hamuje ich aktywnos$¢ i powoduje translokacje tych biatek z jadra
do cytozolu (Zhang i wsp. 2011). Spadek fosforylacji FOXO1 i FOX03a, spowodowany
dziataniem CAPE podnosi ich aktywnos$¢ supresorowa, co przyczynia sie do zahamowania
proliferacji komorek TW2.6 (Kuo i wsp., 2013). CAPE hamuje proliferacje komoérek i tworzenie

kolonii komorek ludzkiego ptaskonabtonkowego raka jamy ustnej (TWZ2.6) co przejawia sie

19



Wstep

zmniejszeniem populacji komérek w fazie G1, przy jednoczesnym wzroscie liczby komorek

w fazie G2/M cyklu komérkowego (Kuo i wsp., 2013).

I. 3.2. Aktywnos$¢ proapoptotyczna

Charakterystyczng cechg komérek nowotworowych jest ich oporno$¢ na indukcje
apoptozy. Dlatego tez, przy opracowywaniu nowych strategii w terapiach
przeciwnowotworowych istotng role odgrywa zdolnos$¢ leku do inicjowania regulowanej
$mierci komorki. Apoptoza jest procesem kontrolowanym genetycznie, ktérego celem jest
eliminacja uszkodzonych komorek, niezdolnych do naprawy réznego rodzaju defektow DNA.
Istniejg dwa gtéwne szlaki apoptozy: zewnatrz- i wewnatrzpochodny. Pierwszy inicjowany jest
przez tzw. ligandy $mierci, ktore tgczg sie ze swoistymi receptorami obecnymi na powierzchni
komoérki, indukujac kaskade kaspaz prowadzac do apoptozy (Rycina 5). Jednym
z zewnatrzkomoérkowych czynnikéw indukujgcych programowang $mieré komorki jest TNF -
czynnik martwicy nowotworu. Do grupy ligandéw wykazujacych podobne dziatanie jak TNF
zaliczamy FasL czy TRAIL (Beyer i wsp., 2019). Druga droga indukcji apoptozy
(wewnatrzpochodna) jest inicjowana przez mitochondria i biatka proapoptotyczne. Szlak ten
jest zalezny od biatka TP53, ktoérego aktywacja powoduje zmieniong transkrypcje wielu
genodw, bioracych udziat w reakcjach metabolicznych w metabolizmie komorki, regulacji cyklu
komérkowego i apoptozy (Rycina 5). Geny, ktérych transkrypcja podlega nasileniu przez TP53
S3 zaangazowane w promowanie apoptozy i obejmuja biatka rodziny Bcl-2: Bax, Bak i Noxa.
Badania sugeruja, ze aktywnos$¢ biatek Bax i Bak jest niezbedna do uwolnienia cytochromu C
z mitochondriow do cytozolu podczas apoptozy (Balaji iwsp., 2021). Proces ten jest
kontrolowany przez biatko TP53 i TNF-a i odgrywa kluczowa role w regulacji apoptozy,
poniewaz kompleksy cytochromu C i apoptotycznego czynnika aktywujacego proteaze 1
(APAF-1) wcytozolu promujg aktywacje kaspazy 9 i kaspazy 3. Sygnaty komoérkowe sa
przekazywane przez kilka grup kolejno aktywowanych kinaz biatkowych, takich jak ERK, JNK
i p38MAPK, ktére sg elementami nadrodziny kinaz biatkowych aktywowanych mitogenem
(MAPK). Biatka te odgrywaja kluczowa role w regulacji wzrostu i przezycia komérek (D’Arcy,
2019).
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Rycina 5. Schemat zewngtrzkomorkowego i wewnqtrzkomdrkowego szlaku apoptozy.

Wiele danych literaturowych potwierdza pozytywny wptyw CAPE na indukcje
apoptozy. W komorkach linii nowotworowych: mysich naskérka (Cl-41), glejaka (C6), szyjki
macicy (ME180) odnotowano wzrost aktywno$ci kaspazy-3 i kaspazy-7, bedacych kaspazami
efektorowymi (Nomura i wsp., 2001; Lee i wsp., 2003; Hung i wsp., 2003). CAPE, wptywa na
aktywacje biatek proapoptotycznych (Bax i Bak) jednocze$nie zmniejszajgc aktywnos$¢ biatek:
Bcl-2, clAP-1, clAP-2, XIAP, bedacych inhibitorami apoptozy (Lee i wsp., 2003; McEleny i wsp.,
2004; Kuo i wsp., 2006; Chen i wsp., 2008). W komoérkach glejaka, CAPE aktywuje kinaze
biatkowa indukowana mitogenem (ERK) i kinaze biatkowag aktywowang mitogenem p38
(p38MAPK) (Rycina 4), ktora posredniczy w indukowanej przez CAPE apoptozie zaleznej od
biatka TP53 (Lee i wsp., 2003). Fosforylacja biatka TP53 odgrywa kluczowa role wjego
stabilizacji i regulacji aktywnos$ci (Liao i wsp., 2003). Ekspozycja komorek glejaka na dziatanie
CAPE zwieksza fosforylacje biatka TP53, a tym samym jego synteze i biatka Bax, ktére moga
tworzy¢ heterodimery z biatkiem Bcl-2 wbtonie mitochondriéw, blokujac jego
antyapoptotyczng aktywno$¢ i tym samym przyspiesza¢ apoptoze (Lee i wsp., 2003).
Wykazano takze, Zze CAPE znaczaco zwieksza aktywacje biatka Puma, biorgcego udziat
w procesie apoptozy (Yuiwsp., 2017; Chatwichieni wsp., 2016; Liao i wsp., 2003; Zhang i wsp.,
2017). Wykazano, ze CAPE indukuje dysfunkcje mitochondriéw w ludzkich komérkach raka
trzustki, o czym $wiadczy utrata ich potencjatu transbtonowego (Chen i wsp., 2008). Ponadto,
dziataniu proapoptotycznemu CAPE w ludzkich komérkach biataczki HL-60 towarzyszy
aktywacja kaspazy-3, w wyniku rozszczepienia prokaspazy-3, a takze zmniejszenie aktywnosci

biatka Bcl-2, przy jednoczesnym wzrosScie syntezy biatka Bax. Odnotowano, ze 7 uM CAPE
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powoduje charakterystyczng dla komérek apoptotycznych fragmentacje DNA po 6 godzinach
od podania CAPE do komorek biataczki HL-60 (Chen i wsp., 2008). Z kolei, w komoérkach
biataczki szpikowej U937 inkubowanych z CAPE zaobserwowano fragmentacje DNA
i kondensacje chromatyny charakterystyczng dla komoérek apoptotycznych oraz uwolnienie
cytochromu C z mitochondriéw do cytozolu, redukcje syntezy biatka Bcl-2, wzrost aktywnoSsci
biatka Bax oraz aktywacje kaspazy-3, co S$wiadczyto o indukcji przez CAPE apoptozy poprzez
szlak mitochondrialny (wewnatrzpochodny) (Jin i wsp., 2008).

Z kolei, czynnik NF-kB odgrywa istotna role w regulacji wielu genéw, kontrolujacych
apoptoze, proliferacje, réznicowanie komédrek oraz odpowiedZ immunologiczng i stany
zapalne. Hamowanie aktywnos$ci czynnika NF-kB koreluje ze wzrostem liczby komorek
apoptotycznych (Akyol i wsp., 2012). Czynnik ten wykazuje dualistyczny charakter dziatania:
z jednej strony pobudza ekspresje gendw antyapoptotycznych, a z drugiej, hamuje aktywno$¢
genow proapoptotycznych (Piotrkowska i wsp., 2008). CAPE jest specyficznym inhibitorem
NF-kB, poprzez zapobieganie translokacji jednostki p65 NF-kB i blokowanie wigzania miedzy
NF-xB a DNA (Natarajan i wsp., 1996). CAPE wywiera inaktywujacy wplyw na NF-kB, takze
poprzez zapobieganie powstawaniu reaktywnych form tlenu, dzieki swoim antyoksydacyjnym
wilasciwosciom (Bhimani i wsp., 1993; Natarajan i wsp., 1996). CAPE hamuje aktywnos$¢
czynnika NF-xB w ludzkich komérkach raka piersi MCF-7 i wzmacnia zewnatrzpochodna
Sciezke apoptozy w komoérkach nowotworowych indukowang przez stymulacje receptora
TRAIL i Fas (Watabe i wsp., 2004). Wszystkie ww. efekty wydajg sie by¢ niezalezne od rodzaju

komoérek nowotworowych i stezenia CAPE.

I. 3.3. Aktywno$¢ antyoksydacyjna

Czasteczka tlenu posiada wtasciwosci utleniajace co oznacza, Zze oddziatujac ze
zwigzkami organicznymi pobiera od nich elektrony, ulegajac redukcji. Catkowita redukcja
czasteczki tlenu oznacza przytaczenie czterech protondéw i czterech elektronéw, w wyniku
czego powstaja dwie czasteczki wody. Jednak czasteczka tlenu nie zawsze ulega
czteroelektronowej redukcji. Produktami kolejnych stopni redukcji czasteczki tlenu tj. jedno-,
dwu- i tréjelektronowej, a takze tlenu singletowego sa reaktywne formy tlenu (Bartosz, 2013).

RFT powstajg w komoérkach w sposob ciagly, w wyniku reakcji biochemicznych i pod
wptywem czynnikow zewnetrznych (Russo i wsp., 2002). Komérkowe mechanizmy
antyoksydacyjne opierajg sie na aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych, takich jak: katalaza,
peroksydaza glutationowa, reduktaza GSH idysmutaza ponadtlenkowa, oraz zwigzkow
o wlasciwosciach przeciwutleniajacych, takich jak: glutation, witamina C czy witamina E
(Sawaya i wsp., 2011). RFT stajg sie szkodliwe dla komérki wtedy, kiedy sa produkowane

w nadmiarze, w sytuacjach takich jak: stany zapalne, niedokrwienie, choroby nowotworowe
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czy obecno$¢ jondéw zelaza (reakcja Fentona). W tych warunkach endogenne przeciwutleniacze
mogga nie by¢ w stanie zapobiec generowaniu RFT, ktére indukujg peroksydacje lipidow
btonowych, uszkodzenia biatek czy DNA (Russo i wsp., 2002). CAPE wykazuje dziatanie
hamujgce peroksydacje lipidéw btony komdrkowej erytrocytow i fragmentacje DNA
spowodowang reaktywnymi formami tlenu. Dzieki swojej aktywno$ci inhibicyjnej oksydazy
ksantynowej, CAPE moze zatrzymac¢ szlak odzyskiwania nukleotydéw, wykazujac dziatanie
przeciwnowotworowe we wszystkich typach komérek (Ilhan i wsp., 1999; Koltuksuz i wsp.,
1999).

Metabolity kwasu arachidonowego s3a waznymi mediatorami w procesach
nowotworowych i zapalnych. CAPE wykazuje zdolno$¢ do hamowania katalizowanej przez
5-lipooksygenaze reakcji utleniania kwasu linolowego i kwasu arachidonowego. Badania
wykazaly roéwniez, ze CAPE i inne estry kwasu kawowego hamujg indukowane
azoksymetanem zmiany przedrakowe okreznicy, poprzez hamowanie lipooksygenazy oraz
inhibicje aktywnos$ci enzymatycznej dekarboksylazy ornityny i kinazy tyrozynowej (Akyol
iwsp., 2012).

CAPE indukuje ekspresje wrazliwej na stres oksydacyjny oksygenazy hemowej 1
(Scapagnini i wsp., 2002; Wang i wsp., 2008). Podwyzszona ekspresja enzymu HO-1 tagodzi
dysfunkcje narzadéw spowodowana zachwianiem réwnowagi redoks, jednoczesnie
przeciwdzialajac zaburzeniom metabolicznym. Substratem dla HO-1 jest hem, natomiast
produktami jej dziatania s3 dwuwartosciowe jony Zelaza, tlenek wegla oraz biliwerdyna. Ta
ostatnia jest przeksztalcana przez reduktaze biliwerdyny w bilirubine, mogaca hamowacé
agregacje plytek krwi, zapobiega¢ $mierci komérek iuszkodzeniom tkanek (Kozakowska
i wsp., 2012).

Russo i wsp., badali propolis (zar6wno wzbogacony w CAPE, jak i bez jego obecnosci),
CAPE oraz galangine, bedacg rowniez sktadnikiem kitu pszczelego, pod katem ich wtasciwosci
antyoksydacyjnych. Autorzy, wykorzystali aktywnos$¢ oksydazy ksantynowej, jako wskaznika
antyoksydacyjnego dziatania badanych zwigzkéw. Wykazano, dawko-zalezny, hamujacy
wptyw wszystkich badanych zwigzkéw na funkcjonowanie oksydazy ksantynowe;.
Dowiedziono, Ze ekstrakt propolisu, zawierajacy CAPE, wykazuje silniejsze dziatanie
antyoksydacyjne niz propolis pozbawiony CAPE, co dowodzi, Ze odpowiada on za wtasciwosci
antyoksydacyjne propolisu (Russo i wsp., 2002).

Zkolei, badania Sahin i wsp. wykazaty, ze CAPE tagodzi stres oksydacyjny w komdrkach
siatkowki oka oraz nerwu wzrokowego szczuréw wywotlany ostrym zatruciem metanolem
(Sahin i wsp., 2013). Zhang i wsp., wykazali, Ze zastosowany og6lnoustrojowo CAPE chronit
komorki zwojowe siatkowki przed niedokrwiennym uszkodzeniem wywotanym zwiekszonym

ci$nieniem wewngatrzgatkowym. CAPE zapewnit ochrone komorek nabtonka barwnikowego
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siatkéwki ARPE19 przed nadtlenkiem tert-butylu i ograniczyt wytwarzanie RFT (Zhang i wsp.,
2021). Natomiast, Esrefoglu i wsp. odnotowali, ze CAPE chroni komorki nerek szczuréw przed
zmianami oksydacyjnymi wywotanymi procesem starzenia komoérkowego (Esrefoglu i wsp.,
2012). Antyoksydacyjne wtasciwosci CAPE zostaly takze odnotowane przez Yilmaz i wsp.
(2004), ktorzy dowiedli, Ze ester fenyloetylowy kwasu kawowego chroni przed peroksydacja
lipidéw i wspomaga antyoksydacyjne dziatanie enzymoéw w komoérkach watroby szczuréw

w modelu cukrzycy indukowanej (Yilmaz i wsp., 2004).

I. 3.4. Aktywnos$¢ przeciwzapalna

Istnieje wiele dowodow potwierdzajacych hipoteze, Ze stan zapalny zapewnia
odpowiednie warunki do rozwoju nowotworu, powodujac defekty w regulacji odpowiedzi
immunologicznej. MozZe on takze zaburza¢ mikrosrodowisko komoérek, prowadzgc do zmian
w genach zwigzanych z transformacja nowotworowga i modyfikacja potranslacyjng kluczowych
dla komdrek biatek, zaangazowanych w przebieg i regulacje cyklu komérkowego, naprawe
DNA czy apoptoze. Ponadto, dowiedziono, ze komdrki zapalne obecne w mikrosrodowisku
guza wptywajg na jego progresje i metastaze. Moga one wplywac na promocje guza poprzez
wydzielanie cytokin, czynnikéw wzrostu, chemokin i proteaz, ktére stymuluja proliferacje
i inwazje komoérek nowotworowych. Czasteczki biorgce udziat w interakcjach pomiedzy
komoérka zapalng a nowotworow3 sa atrakcyjnymi celami w terapii przeciwnowotworowej
(Eiré i Vizoso, 2012). Wiele przeprowadzonych dotychczas badan dowiodto, Ze propolis
wykazuje silne dziatanie przeciwzapalne, dzieki obecno$ci w jego sktadzie estru
fenyloetylowego kwasu kawowego (Armutcu i wsp., 2015; Cunha i wsp., 2004; Jo i wsp., 2013).

Badania in vitro i in vivo wykazaty, ze CAPE hamuje aktywno$¢ czynnika
transkrypcyjnego NF-kB podczas stanu zapalnego. Przypuszcza sie, ze ester fenyloetylowy
kwasu kawowego nie tylko zapobiega degradacji IkB-a, ale takze hamuje aktywacje czynnika
NF-kB poprzez zaburzanie interakcji pomiedzy NF-kB i DNA (Songiwsp., 2008). Toyoda i wsp.
zaobserwowali, Ze leczenie CAPE w zapaleniu indukowanym Helicobacter pylori
u myszoskoczkéw mongolskich hamuje aktywacje NF-kB poprzez zapobieganie degradacji
IkB-a oraz fosforylacje biatka p65. Ponadto, badania wykazaty, ze poziom ekspresji czynnikéw
zapalnych, takich jak TNF-a, IFN-y, IL-2 czy IL-6 zostat znaczgco zmniejszony w wyniku
podawania CAPE (Toyoda i wsp., 2009).

Ponadto, CAPE wykazuje dziatanie przeciwzapalne poprzez hamowanie syntezy
prostaglandyn. Przypuszcza sie, Ze jest ono wynikiem hamowania wydzielania kwasu
arachidonowego z membrany komdrkowej, co z kolei wigze sie z hamowaniem aktywnos$ci
COX-1 i COX-2 (Michaluart i wsp., 1999). Shen i wsp., odnotowali ochronne dziatanie CAPE

w stanach zapalnych mies$ni szkieletowych szczuréw poprzez zmniejszenie produkcji IL-18
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i MCP-1 oraz ekspresji COX-2 i iNOS (Shen i wsp., 2013). Ilhan i wsp. wykazali, ze
przeciwzapalne dziatanie CAPE jest spowodowane hamowaniem generowania ROS oraz
inhibicjg aktywnos$ci katalitycznej iNOS (Ilhan iwsp., 2004). Z kolei, dos Santos i wsp.
zaobserwowali, iZ podanie szczurom CAPE wspomaga gojenie sie ran, zwlaszcza tych
pooparzeniowych, w ktérych zwiekszona jest produkcja tlenku azotu, powodujac zmniejszenie
wskaZznikéw zapalnych, uszkodzen oksydacyjnych oraz hamujac aktywnos¢ cyklooksygenazy

i lipooksygenazy (dos Santos i wsp., 2013).

I. 4. Wplyw CAPE na transformacje nowotworowa

Promocja nowotworu to etap karcynogenezy, w ktérym pod wptywem wielu
czynnikéw zainicjowana komoérka, w ktorej zaszta, i przetrwata, mutacja w obrebie genow
krytycznych odpowiadajacych za kontrole cyklu zyciowego, np. genéw regulatorowych,
supresorowych czy protoonkogendw, staje sie odporna na sygnaty apoptotyczne i proliferuje
w sposOb niekontrolowany. Jednym z wielu zwigzkéw wplywajacych na indukcje promocji
guza jest TPA. Wykazano, Ze miejscowe podawanie CAPE myszom CD-1 (zwierzecy model
doswiadczalny stosowany w badaniach starzenia, cigzy urojonej czy tez w zabiegach
chirurgicznych) hamuje promocje nowotworu indukowang TPA w komoérkach brodawczaka
skéry (Huang i wsp., 1996).

Gléwna przyczyng niepowodzenn w leczeniu pacjentéw onkologicznych jest
przerzutowanie nowotworu. Proces ten obejmuje oddzielenie sie komérek od nowotworuy,
przedostanie sie ich do krwiobiegu i ostatecznie kolonizacje w innych, odlegtych tkankach.
Stres oksydacyjny jest waznym elementem metastazy komoérek nowotworowych, poniewaz
wptywa na utrate adhezji komorek, ktora jest jednym z czynnikéw warunkujgcych ww. proces
(Chinnapaka i wsp., 2019). Badania wplywu CAPE na tranzycje nabtonkowo-mezenchymalng
komoérek PANC-1 wykazaty, ze nadekspresja wimentyny (marker transdyferencjacji) zostata
ostabiona przez CAPE, a zmiana morfologii z ksztattu epitelialnego (EMT) na mezenchymalny
(MET) zostata czeSciowo odwrocona. CAPE zmniejszyt potencjat migracyjny stymulowany
przez czynnik wzrostu 3 (TGF-B) i zahamowat ekspresje czynnika transkrypcyjnego Twist 2
(o ktéorym wiadomo, Ze sprzyja progresji guza) (Chen i wsp., 2013). Ponadto, CAPE powodujgc
zmniejszenie poziomu reaktywnych form tlenu, moze wptywaé hamujaco na proces
przerzutowania .

Angiogeneza to proces polegajacy na tworzeniu sie nowych sieci naczyn krwiono$nych
z juz istniejacych. Wykazano, Ze wzrost guza zalezy od dostepu substancji odzywczych
i dostarczanych do komérek nowotworowych poprzez angiogeneze. Odnotowano, ze sktadniki
propolisu, w tym CAPE, wykazuja silne dziatanie hamujace tworzenie sie nowych naczyn

krwionosnych w raku piersi (Wu i wsp., 2011). Podobne wyniki otrzymali Ahn i wsp., ktérzy
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badali angiostatyczne iantyoksydacyjne wtasciwosci wielu sktadnikéw propolisu, w tym
CAPE. Dwa sposrod testowanych zwigzkéw, tj. CAPE i kwercetyna, wykazaly silne dziatanie
przeciwutleniajace oraz hamujace tworzenie sie nowych naczyn krwionosnych w ludzkich
komorkach $rédbtonka zyty pepowinowej (HUVEC) (Ahn i wsp., 2009). Podobne badania
prowadzili Izuta i wsp., badajac produkty pszczele z wykorzystaniem tych samych komoérek
(HUVEQ), ktorzy zaobserwowali wysoki potencjal angiostatyczny i przeciwutleniajgcy CAPE
(Izuta i wsp., 2009). Ponadto, CAPE w spos6b zalezny od dawki hamowat aktywno$¢
naczyniowo-$rodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) w komoérkach ludzkiego raka piersi
MDA-231, dzieki czemu zapobiegal rozwojowi naczyn wtosowatych, tym samym blokujac
proces angiogenezy (Wuiwsp., 2011).

Liao i wsp. zbadali wptyw CAPE na angiogeneze i przerzutowanie komorek
gruczolakoraka okreznicy CT26. Wykazano zalezne od dawki zmniejszenie zywotnoSci ww.
komorek. Ekspozycja komorek CT26 na dziatanie CAPE spowodowata réwniez zahamowanie
inwazji komdrek nowotworowych o 47,8% oraz zmniejszenie ekspresji metaloproteinazy
macierzy (MMP) -2 i metaloproteinazy 9. CAPE hamowat takze wytwarzanie czynnika VEGF
w komoérkach CT26. Dootrzewnowe podawanie CAPE myszom zmniejszylo zdolnos¢
przerzutowania komdérek CT26 do ptuc wraz ze zmniejszeniem poziomu VEGF w osoczu.
Leczenie CAPE przedtuzylto rowniez przezywalno$¢ myszy z wszczepionymi komorkami CT26
(Liao iwsp., 2003). Dziatanie CAPE na komoérki nowotworowe zmniejszyto poziom biatka
CD44 (wykazuje aktywno$¢ promowania przerzutow) o 95% (Omene i wsp., 2012.) Opisane
wyniki wskazuja, ze CAPE wykazuje wtasciwosci hamujgce proces metastazy.

Odnotowano, ze CAPE ttumi aktywnos¢ i fosforylacje EGFR (receptor naskérkowego
czynnika wzrostu) w komérkach raka sutka (Wu i wsp., 2011). Zaobserwowano, Ze CAPE
hamuje aktywno$¢ COX-2 w makrofagach ]774 oraz w ludzkich komérkach raka

plaskonabtonkowego 1483 (Rossii wsp., 2002; Michaluarti wsp., 1999).

I. 5. Zastosowanie irinotekanu (CPT-11) w terapii przeciwnowotworowej

W 1996 roku FDA zarejestrowata irinotekan jako lek przeciwnowotworowy (Sears i wsp.,
1999). Od tego czasu CPT-11 przyczynit sie do skutecznej terapii pacjentéw
z zaawansowanymi rakami okreznicy oraz guzami litymi, w tym niedrobnokomoérkowym
rakiem ptuc, rakiem trzustki i drég zoétciowych, zaawansowanym rakiem zotadka i szyjki
macicy (Rothenberg, 1996; Gerrits i wsp., 1997). Stosuje sie go zar6wno w monoterapii, ale
najczesciej, jest tgczony z innymi lekami cytotoksycznymi np. 5-fluorouracylem (Mehta i wsp.,
2003; Guichard i wsp., 1998) czy oksalipaltyng (Goldwasser i wsp., 2000; Souglakos i wsp.,
2004), oraz z lekami wykorzystujacymi przeciwciata monoklonalne jak cetuksymab

i bewacizumab (Ettlinger i wsp., 2006; Garufi i wsp., 2010; Chinnaiyan i wsp., 2012).
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Historia irinotekanu siega 1966 roku, kiedy to Wall i wsp. po raz pierwszy wyizolowali
z orientalnego drzewa Camptotheca acuminata naturalny alkaloid - kamptotecyne (Walli wsp.,
1966). Zwiazek ten, dziatajac jako inhibitor topoizomerazy I, charakteryzuje sie znaczaca
aktywnos$cig przeciwnowotworowa w stosunku do wielu modeli nowotworéw. Jednak
z powodu istotnej toksycznosci wzgledem komorek prawidtowych (w szczegdlnosci jelit,
pecherza moczowego i szpiku kostnego) badania kliniczne nad tym zwigzkiem szybko zostaty
zakonczone (Schaeppi i wsp., 1974). Pod koniec lat 80. analogi kamptotecyny, o mniejszym
potencjale toksycznym w stosunku do komoérek prawidtowych, a jednoczesnie nadal silnej
aktywnos$ci przeciwnowotworowej, wzbudzily ponowne zainteresowanie naukowcéw, ze
wzgledu na zaobserwowang nadekspresje topoizomerazy | w gruczolakoraku ludzkiego jelita

grubego (Kehrer i wsp., 2001)

Irinotekan jest poétsyntetyczng pochodng kamptotecyny (Rivory, 1996). Lek ten
charakteryzuje sie wieloetapowq i ztozong farmakologia. Gtdéwnym celem jego dziatania jest
hamowanie aktywnosci topoizomerazy I (Topol), ktéra odgrywa istotng role w zmniejszaniu
napiecia torsyjnego DNA (Mathijssen i wsp., 2002). Topoizomerazy $cisle kontrolujg stan
topologiczny DNA w komorce, w zwigzku z tym zahamowanie ich funkcjonowania prowadzi
do $mierci komdrki na drodze apoptozy lub nekrozy. Mechanizm dziatania irinotekanu, polega
na jego przylaczeniu do komplekséw rozszczepialnych (DNA - topoizomeraza 1) przez co
tworza sie kompleksy trojsktadnikowe: irinotekan-DNA-topoizomeraza I. Dochodzi wéwczas
do powstania duzej iloSci peknie¢ w niciach DNA, in vitro. Ich liczba koreluje z dziataniem
cytostatycznym chemioterapeutyku. Do peknie¢ najcze$ciej dochodzi w regionach kodujacych
rRNA, poniewaz prawdopodobnie sg one wolne od nukleosomoéw. Ciecia zachodzg w miejscu
wystepowania sekwencji: 5’-d(APACTT!AGAPAAAA/TA/T)-3’ (gdzie P to dowolna puryna)
(Martino i wsp., 2017). Proces ten moze przebiega¢ zaré6wno podczas replikacji, kiedy to
odnotowywane jest najwyzsze stezenie Topol w komérce (najwyzsza wydajnos¢ procesu), ale
iw czasie transkrypcji. W obu procesach dochodzi do kolizji odpowiednio: widetek
replikacyjnych i polimerazy RNA, co powoduje szereg proceséw prowadzacych do
zapoczatkowania apoptozy w fazie S (preferencyjnie) oraz w fazie G1, przy wyzszym stezeniu
irinotekanu. W obu procesach dochodzi do aktywacji genu TP53 i akumulacji w jadrze biatka
TP53, co prowadzi do zahamowania proliferacji komoérek, a takze do syntezy biatka Bax
zwigzanego z inicjacja apoptozy. Dodatkowo, podczas transkrypcji dochodzi do indukcji biatka
p21wafl/cipl | zatrzymania proliferacji w fazie G1, co jest niezwykle istotne z punktu widzenia
czestych mutacji w genie TP53 komdrek nowotworowych. Badania potwierdzaja wrazliwo$¢
takich komorek na inhibitory Topol (Martino i wsp., 2017; Deptata i Omyta- Staszewska, 2003).
Im wyzZsze steZenie topoizomeraz w komdrce, tym wieksza wrazliwo$¢ komérek na dziatanie

ich inhibitorow (Yue i wsp., 2021). Podwyzszony poziom topoizomeraz obserwuje sie
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w komoérkach proliferujacych, zwtaszcza nowotworowych, w ktérych poziom Topol jest 14-16
razy wyzszy niz w przylegajacych, prawidtowych komoérkach §luzéwki (Giovanella i wsp.,
1989). Powstajace podczas replikacji i transkrypcji DNA superskrecenia, w wyniku naciecia
ulegaja relaksacji i ponownej ligacji pod wptywem dziatania Topol. Mechanizm dziatania Topol
obejmuje przejSciowe przerwanie jednej z dwoéch nici DNA iutworzenie kowalencyjnego
kompleksu topoizomerazy I-DNA, w ktorym Topol jest potaczona z koncem 3' struktury DNA.
Irinotekan zapobiega ligacji DNA i uniemozliwia dysocjacje Topol od DNA, skutkiem czego jest
powstawanie jednoniciowych peknie¢ DNA. Dziatanie cytotoksyczne irinotekanu
w komérkach ssakéw in vitro jest swoiste dla fazy S cyklu komoérkowego, gdyz charakteryzuje
sie ona wysokim stezeniem topoizomerazy (Charara i wsp., 2004; Martino i wsp., 2017; Yue

i wsp., 2021; Bailly, 2019).

Sposrod pochodnych kamptotecyny, CPT-11 wyrdéznia sie wyjatkowa struktura chemiczna,
ze wzgledu na obecno$¢ tancucha bocznego przytaczonego do rdzenia. Boczny tancuch 1,4’
piperydyny karboksylanu zlokalizowany w pozycji C-b, z grupa etylowa w pozycji C-7 jest
enzymatycznie odcinany przez karboksyesterazy, dajac aktywny metabolit SN38 (Rycina 6).
Ze wzgledu na fakt, iz aktywnos¢ cytotoksyczna SN38 moze osiggaé wartosci od 100 do nawet
1000 razy wyzsze niz irinotekan, uwaza sie, ze CPT-11 dziata jako prolek SN38 (Martino i wsp.,
2017; Yue i wsp., 2021; Paulik i wsp., 2020).
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Rycina 6. Powstawanie SN38 w wyniku enzymatycznego ciecia CPT-11.

Zaréwno CPT-11, jak i SN38 wystepuja w organizmie w postaci dwdch izoform: laktonowej
i karboksylanowej. Pomiedzy tymi formami istnieje rownowaga zalezna od pH, jednak tylko
forma laktonowa ma dziatanie przeciwnowotworowe, dlatego nawet niewielka zmiana pH
(z kwasnego na zasadowe) moze zmieni¢ farmakokinetyke i skuteczno$¢ irinotekanu. CPT-11
wystepuje w osoczu gléwnie w postaci karboksylanowej, natomiast SN38 w formie laktonowej
(Paulik i wsp., 2020). Kliniczne dziatania CPT-11 s3 limitowane przez wystepowanie
dotkliwych efektow ubocznych, gtéwnie biegunki, neutropenii i astenii (Anthony, 2007).
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I. 5.1. Oddzialywanie CPT-11 z suplementami diety

Problem interakcji miedzy suplementami diety i konkretnymi lekami stosowanymi
w onkologii nie nalezy do szeroko opisywanych w literaturze, zaréwno w uktadzie in vitro, jak

iin vivo.

Wyniki dotychczasowych badan wykazaty, Zze stosowanie CPT-11 hamuje proliferacje
komoérek, ale nie powoduje znaczgcej regresji ludzkiego raka piersi (MCF-7) u myszy
karmionych pokarmem zawierajacym 7% oleju kukurydzianego. Jednakze, gdy dieta myszy
z MCF-7 zostata uzupetniona 3% lub 6% olejem rybnym, podawanym podczas leczenia CPT-
11, zaobserwowano istotng regresje komorek nowotworowych. Ponadto, ocena
histomorfometryczna btony Sluzowej jelit myszy, ktoére byly leczone CPT-11 ikarmione
pokarmami zawierajacymi olej rybny, byta w duzej mierze niezmieniona w poréwnaniu do

btony sluzowej myszy, ktore nie otrzymywaty CPT-11 (Hardman i wsp., 1999).

Stwierdzono takze, ze kwasy omega-3 zawarte w diecie myszy leczonych CPT-11
wptywajg na zmniejszenie liczby komoérek apoptotycznych w dwunastnicy oraz znaczne
zmniejszenie liczby prozapalnych eikozanoidéw (grupa zwigzkéw organicznych bedacych
produktami przemian nienasyconych kwasow ttuszczowych; zawieraja 20 atomow wegla)
w szczeg0lnosci prostaglandyny E2 w watrobie. Tym samym, zastosowanie kwasow omega-3
w diecie zmniejszyto efekty uboczne leczenia CPT-11 u myszy oraz chronito Sluzéwke jelita

przez uszkodzeniami wywotanymi dziataniem irinotekanu (Hardman i wsp., 2002).

Kolejnym przyktadem oddzialywania suplementéw diety z CPT-11 jest zastosowanie
dziurawca zwyczajnego (Hypericum perforatum L.) w diecie szczuréw leczonych irinotekanem.
Wykazano, ze szczury leczone wytacznie CPT-11 doswiadczyty szybkiego spadku masy ciata,
natomiast wspétdziatanie dziurawca zwyczajnego z CPT-11 powodowato mniejszy spadek
masy ciata u zwierzat laboratoryjnych. Zaréwno toksyczno$¢ zotadkowo-jelitowa, jak
i hematologiczna po podaniu CPT-11 zostaty ztagodzone w obecnosci dziurawca zwyczajnego.

Co wiecej, dziurawiec istotnie poprawit toksyczno$¢ wywotang przez CPT-11 (Huiwsp., 2005).

Wykazano takze, Ze niektére suplementy diety o wtasciwosciach przeciwutleniajgcych
moga nasila¢ proapoptotyczne wtasciwosci CPT-11 w ludzkich komdérkach nowotworowych in
vitro. Kontek i wsp., odnotowali wzrost poziomu uszkodzen DNA po ekspozycji limfocytow
krwi obwodowej pacjentéw z nowotworem jelita grubego na dziatanie irinotekanu
w obecnosci witaminy A (Kontek i wsp., 2010). Ponadto, zaobserwowano, Ze state stezenie
melatoniny (50 uM) podawane jednoczesnie z ré6znymi stezeniami irinotekanu (od 7,5 uM do
60 uM) powoduje wzrost poziomu migracji DNA w ogonach komet w komérkach HT29

(gruczolakorak jelita grubego) oraz A549 (niedrobnokomoérkowy rak ptuca) (Kontek
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i Nowicka, 2013). Skojarzenie antyoksydantéw tj. witamin A, C, E z irinotekanem wptyneto
rowniez na znaczne zwiekszenie procentu komoérek apoptotycznych linii HT29 i A549
w poréwnaniu z serig bez antyoksydantéow przy zachowaniu tych samych stezen

chemioterapeutyku (Kontek i wsp., 2014).

Przeprowadzone w prezentowanej pracy badania in vitro moga przyczynic¢ sie do
lepszego zrozumienia roli zwigzkéw o charakterze antyoksydacyjnym w czasie trwania
chemioterapii, gdyz efekty ich suplementacji pozostaja caty czas niejasne. Zwigzki
antyoksydacyjne, do ktorych zaliczamy CAPE, nie tylko bezposrednio uczestniczg w reakcjach
wolnorodnikowych, ale réwniez wptywaja na przekazywanie sygnatéw komérkowych,
aktywno$¢ enzymoéw oraz ekspresje gendéw uczestniczacych np. w procesach apoptozy
i naprawy DNA. Moga one wykazywac dzialanie synergistyczne, dzieki czemu mozliwe statoby
sie zmniejszenie dawki przyjmowanego leku, przy utrzymaniu efektu terapeutycznego na tym
samym poziomie. Z drugiej strony, istnieje mozliwo$¢ dziatania antagonistycznego,
aw zwigzku z tym, obnizenia dziatania chemioterapeutykow i skutecznosci chemioterapii.
Wiedza o wzajemnych oddziatywaniach antyoksydantéw i innych sktadnikéw odzywczych,
takze ksenobiotykow, w uktadach modelowych, a zwtaszcza w organizmie ludzkim jest bardzo
potrzebna i stuzy bardziej racjonalnemu ich wykorzystaniu w diagnostyce i Zyciu codziennym

cztowieka.
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II. CEL PRACY

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania zostaly podzielone na dwa gléwne etapy
badawcze:

M ocena w warunkach in vitro wpltywu aktywnego komponentu propolisu - CAPE na
aktywno$¢ biologiczng komoérek linii nowotworowych przewodu pokarmowego
oraz

(1IN okreslenie w jakim stopniu CAPE moze modulowa¢ toksycznos¢ indukowang
przez irinotekan i jego metabolit SN38 w komérkach linii nowotworowych
przewodu pokarmowego: raka zotadka (AGS), raka okreznicy (HCT116) oraz
gruczolakoraka jelita grubego (HT29 i Caco-2).

W niniejszej pracy, podstawa hipotezy badawczej i oczekiwanych rezultatéw byto
zatozenie, czy CAPE charakteryzujacy sie aktywnos$cig przeciwnowotworowa, moze modulowaé
efekt cyto- i genotoksyczny wywotywany przez irinotekan oraz SN38.

Szczegotowe badania, wykonane w warunkach in vitro, miaty na celu:

e ocene stopnia cytotoksyczno$ci CAPE w stosunku do badanych komoérek, oraz ocene
wptywu CAPE na cytotoksyczno$¢ indukowang CPT-11 i SN38

e ocene stopnia genotoksyczno$ci CAPE w stosunku do badanych komérek, oraz ocene
wptywu CAPE na genotoksyczno$¢ indukowang CPT-11 i SN38

e analize przebiegu cyklu komoérkowego pod wptywem CAPE w komoérkach badanych linii
nowotworowych poddanych dziataniu CPT-11 oraz SN38.

e ustaleniu rodzaju $mierci komérkowej indukowanej przez CAPE oraz analiza wptywu

CAPE na rodzaj $mierci komoérkowej indukowanej CPT-11 i SN38

Wszystkie przedstawione powyzej analizy zostaty przeprowadzone w seriach
doswiadczalnych umozliwiajgcych analize porownawcza pomiedzy dziataniem irinotekanu, SN38
i CAPE a ukladem CPT-11 lub SN38 w obecno$ci CAPE w stosunku do komoérek AGS, HCT116,
HT29 i Caco-2. Zaktadano, ze uzyskane w badaniach wyniki beda stanowi¢ fundament dla badan
in vivo, majacych na celu poznanie interakcji lek/suplement diety. Uzyskane wyniki pomoga
w lepszym poznaniu aktywno$ci biologicznej sktadnika propolisu jakim jest CAPE, zwtaszcza, ze
produkty oparte na propolisie, ciesza sie duza popularnoscig wsrdéd pacjentéw i sa ogolnie
dostepne.

Opisane w niniejszej pracy do§wiadczenia przeprowadzone zostaty w uktadzie in vitro dlatego
tez mogg istnie¢ réznice w biodostepnosci i aktywnosci testowanych zwigzkéw stosowanych w
hodowli komérkowej a preparatami przyjmowanymi doustnie (per os). Jednakze tego typu
badania, z calg pewnoscig przyczyniajg sie do lepszego poznania mechanizméw dziatania

onkoterapeutykdéw w obecnos$ci antyoksydantéw u pacjentéw z chorobg nowotworowa. .
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III. MATERIAL l METODY

II.1. Badane zwigzki chemiczne

I11.1.1. Ester fenyloetylowy kwasu kawowego (CAPE)

CAPE (Tokyo Chemical Industry; TCI, CAS no. 104594-70-9) jest zwigzkiem nalezagcym do
grupy polifenoli, ktéry posiada grupy hydroksylowe w obrebie pierscienia katecholowego. Wzér
sumaryczny CAPE to C17H1604, a jego masa molowa wynosi 284,4 g/mol (Rycina 7). Wykorzystany
w niniejszej pracy wzorzec CAPE zostatl rozpuszczony w PBS, do koncowego stezenia 100 mM.

Stock przechowywano w temperaturze 0 - 4°C, bez dostepu $wiatla.

O
HO AN

HO

Rycina 7. Wzér strukturalny estru fenyloetylowego kwasu kawowego (CAPE).

II1.1.2. Irinotekan (CPT-11)

Irinotekan (synonimy: CPT-11, Camptosar®, Campto, Irinotesin) jest lekiem
przeciwnowotworowym z grupy inhibitor6w topoizomerazy 1. Masa molowa CPT-11 wynosi
623,14 g/mol, natomiast jego wzor empiryczny to C33H3sN40s-HCI (CAS no. 100286-90-6; Sigma-
Aldrich) (Rycina 8). W przeprowadzonych seriach doswiadczalnych irinotekan, zostat
rozpuszczony w DMSO osiagajac stezenie koncowe 100 mM (roztwor wyjsciowy). Stezenie DMSO
w badanych prébach nie przekraczato 0,5% i nie miato istotnego wptywu na zywotno$¢ badanych

komorek (Da Violante i wsp., 2002). Roztwdr wyj$ciowy przechowywano w temperaturze -20°C.
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Rycina 8. Wzér strukturalny irinotekanu (CPT-11).

III. 1.3. SN38 - aktywny metabolit irinotekanu

Wz6ér sumaryczny SN38 to Cz2H20N20s, a jego masa molekularna wynosi 392,4 g/mol
(Tokyo Chemical Industry TCI, CAS no. 86639-52-3) (Rycina 9). Do przeprowadzonych badan,
SN38 rozpuszczono w DMSO, ktérego konicowe stezenie w prébach badawczych nie przekraczato
0,5% i nie wptywato w istotny spos6b na zywotno$¢ badanych komoérek. Roztwér wyjsciowy SN38

o stezeniu 1 mM przechowywano w temperaturze -20°C.
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Rycina 9. Wzor strukturalny SN38.

III .2. Odczynniki chemiczne

III .2.1. Prowadzenie hodowli komdrkowych oraz oznaczanie Zywotnosci komorek
e Podloze hodowlane DMEM (Biowest, CytoGen),
e Podloze hodowlane DMEM z 4,5g/1 glukozy (Biological Industries)
e Podloze hodowlane RPMI (Biowest, CytoGen),

e Albumina surowicy wotowej (BSA, Biowest, CytoGen)
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0,25% Trypsyna-EDTA (Biowest, CytoGen),

Zestaw antybiotykow: penicylina/streptomycyna (Biowest, CytoGen),
Aminokwasy (Sigma-Aldrich)

PBS - roztwér buforowanej fosforanem soli fizjologicznej (Biowest, CytoGen)

Biekit trypanu (Sigma-Aldrich)

Test MTT
MTT (Sigma-Aldrich)
DMSO (BioShop)

Roztwor soli fizjologicznej (Biowest, CytoGen)

Test kometowy

NaOH (CHEMPUR)

EDTA(CHEMPUR)

NaCl (Polskie Odczynniki Chemiczne)

S6l sodowa N-laurosarkozylu (Sigma-Aldrich)
Tris-HCI (Sigma-Aldrich)

Triton® X-100 (Sigma-Aldrich)

DAPI (Sigma-Aldrich)

Agaroza LMP (Sigma-Aldrich),

Agaroza NMP (Sigma-Aldrich)

Oznaczenia poziomu stresu oksydacyjnego
Dioctan dichlorofluorescyny H,DCFDA

H0; (Polskie Odczynniki Chemiczne)

PBS (Biowest, CytoGen)

Oznaczenia aktywnosci proapoptotycznej

ApoTox-Glo™ Triplex Assay (Promega Corporation)

Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit with Alexa® Fluor 488 annexin V
and PI for Flow Cytometry (Invitrogen; ThermoFisher Scientific)

Badania cyklu komérkowego

Jodek propidyny (Sigma-Aldrich)

Roztwo6r RNazy, 50 U/mg (Sigma-Aldrich)

Etanol 96% (Polskie Odczynniki Chemiczne).
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III. 3. Aparatura i sprzet
I1I. 3.1. Jalowy sprzet jednorazowego uzytku
e naczynia hodowlane o powierzchni 25 cm2z filtrem
e ptytki 96-dotkowe (Thermo Fisher Scientific; Greiner Bio-One)
e ptytki 6-dotkowe (Thermo Fisher Scientific)
e probdéwki typu Eppendorf
o falkony o pojemnosci 15 mli 50 ml

e Kkoncéwki do pipet automatycznych

III. 3.2. Aparatura

o wielofunkcyjny czytnik mikroptytek Spectra Max i3 Platform® (Molecular Devices®,) -
ocena poziomu stresu oksydacyjnego, analiza wtasciwos$ci proapoptotycznych

e cytometr przeptywowy BDUS LSR II ( Becton Dickinson) - analiza cyklu komérkowego,
analiza wlasciwosci proapoptotycznych

e czytnik mikroptytek 96-dotkowych Biotek PowerWave HT (Biotek Instruments) - test
MTT,

e mikroskop z odwréconym obiektywem MW 50 (OPTA-TECH) - obserwacje
mikroskopowe, ocena zywotnosci komoérek

o mikroskop fluorescencyjny BX60 (Olympus) z kamerg cyfrowa (Olympus) - analiza testu

kometowego, dokumentacja fotograficzna

IIL. 2. Material badawczy

Komérki linii nowotworowych przewodu pokarmowego:

e AGS (ludzka linia komérek nabtonkowych, gruczolakoraka zotadka),

e HT29 (ludzka linia komorek gruczolakoraka jelita grubego),

e HCT116 (ludzka linia komérek nabtonkowych, gruczolakoraka jelita grubego),

e (Caco-2 (ludzka linia komdrek nabtonkowych, gruczolakoraka jelita grubego).

Linie komoérkowe: AGS, HT29, HCT116 wykazuja odmienne profile genetyczne, co

pozwolito uzyska¢ zréznicowane odpowiedzi biologiczne na zastosowane uktady do$wiadczalne.
Z kolei, linia komérkowa Caco-2, wykazuje wysoki stopien podobienstwa do prawidlowych
komorek nabtonka jelit, przez co jest zalecanym modelem referencyjnym w badaniach
bioaktywnosci zwigzkéw chemicznych mogacych znaleZz¢ zastosowanie w farmacji i w medycynie

(Grajek i wsp., 2006).
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Linia komérkowa AGS

Linia komérek nabtonkowych, gruczolakoraka Zotadka (linia komoérkowa AGS) pochodzi
z fragmentow guza wycietego w 1979 roku od 54-letniej kobiety rasy kaukaskiej (Rycina 10).
Komérki linii AGS rosna w monowarstwie, a ich kariotyp okreslany jest jako hiperdiploidalny,
ktérego Srednia liczba chromosoméw wynosi 49 w 60% komorek. Linia ta posiada mutacje
w genach: CDH1, CTNNB1, KRAS, PIK3CA. Komérki tej linii sg trwale zakaZone wirusem paragrypy
typu 5 (PIV5) (strona internetowa 2).

Hodowle komoérek AGS prowadzono w ptynie hodowlanym RPMI 1640 z dodatkiem 10%
inaktywowanej (56°C, 30 min) bydlecej surowicy ptodowej oraz 1% roztworem antybiotykéw

(penicyliny i streptomycyny).

Naczynia hodowlane o pojemnosci 25 cm?, z komdrkami linii AGS w podtozu hodowlanym
zostaly umieszczone w inkubatorze w temperaturze 37°C, z regulowang atmosfera gazéw
wynoszaca 5% CO;, co imituje stezenie tego gazu we krwi. W inkubatorze utrzymywano

wilgotnos$¢ na poziomie >95%, co zabezpieczato hodowle komérkowe przed wysychaniem.

Rycina 10. Komorki linii AGS (mikroskop odwrdécony, powiekszenie obiektywu 20x).
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Linia komoérkowa HT29

Linia HT29 zostata wyprowadzona, metoda hodowli eksplantacyjnej, z guza pierwotnego
44-letniej kobiety rasy kaukaskiej w 1964 r. Srednia liczba chromosoméw jest hipertriploidalna,
o zakresie od 68 do 72 chromosoméw. Chromosom 13 jest nullisomiczny, natomiast chromosomy
8 i 14 s3 zasadniczo monosomiczne. Analiza prazkéw metoda Q wykazata brak obecnosci
chromosomu Y. Linia ta wykazuje ekspresje onkogendw C-myc, K-ras, H-ras, N-ras, Myb, sis i fos.
W komorkach linii HT29 dochodzi do mutacji punktowej, w ktérej guanina zostaje zastagpiona
adening w kodonie 273 genu TP53, co powoduje zmiane argininy na histydyne, w konsekwencji
prowadzac do nadprodukcji antygenu TP53. Linia HT29 posiada takze mutacje w genach: APC,
BRAF, PIK3CA, SMAD4 (strona internetowa 3).

Morfologia komdrek linii HT29 jest charakterystyczna dla komoérek nabtonkowych, jednak
nie réznicujg sie do form tworzacych rabek szczoteczkowy. Znaczng frakcje komérek HT29
stanowig komorki kubkowe, wydzielajgce duze ilo$ci $luzu jelitowego. Do cech
ultrastrukturalnych charakterystycznych dla komoérek HT29 nalezg: mikrokosmki,
mikrofilamenty i duze mitochondria, siateczka sr6dplazmatyczna z wolnymi rybosomami, krople
ttuszczu i duza liczba lizosoméw (Rycina 11). Komorki HT29 wytwarzaja receptor dla witaminy

D i urokinazy oraz wykazuja wrazliwo$¢ na wirusy HIV i LAV (strona internetowa 3).

Do hodowli komoérek HT29 wykorzystano pozywke RPMI 1640 suplementowang 10%
inaktywowang surowicg bydleca, 1% antybiotykéw (penicylina, streptomycyna) oraz zestawem

aminokwasow (1%).

Komorki linii HT29 hodowano w butelkach hodowlanych o pojemnosci 25 cm?
w inkubatorze w temperaturze 37°C, w 5% CO2. W inkubatorze utrzymywano wilgotno$¢ na

poziomie >95%.
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Rycina 11. Komérki linii HT29 (mikroskop odwrdécony, powiekszenie obiektywu 20x).

Linia komérkowa HCT116

Komérki linii HCT116 zostaly pozyskane z guza 48-letniego meZczyzny rasy kaukaskiej
(Rycina 12). Srednia liczba chromosoméw w komérkach tej linii wynosi 45 i dotyczy 62%
komorek. Obserwacje, przy uzyciu barwienia na prazki G, ujawnity obecno$¢ chromosomu Y
w 50% komoérek. W komérkach linii HCT116 zaobserwowano mutacje w genach KRAS i PIK3CA

(strona internetowa 4).

Hodowle komoérek HCT116 prowadzono w medium hodowlanym DMEM wzbogaconym
10%  inaktywowang surowica plodowa oraz 1% roztworem  antybiotykow
(streptomycyny/penicyliny). Gestos¢ komorek HCT116 wykorzystana we wszystkich
przeprowadzonych seriach do$wiadczalnych oraz kolejnych pasazach zostata przedstawiona
w Tabeli 2.

Hodowle komoérek HCT116 prowadzono w inkubatorze przy 5% stezeniu COo,

temperaturze 37°C oraz wilgotno$¢ na poziomie >95%.
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Rycina 12. Komérki linii HCT116 (mikroskop odwrdécony, powiekszenie obiektywu 20x).

Linia komérkowa Caco-2

Linia komoérkowa Caco-2 zostata wyprowadzona z guza 72-letniego mezczyzny rasy
kaukaskiej. Srednia liczba chromosoméw w komérkach tej linii wynosi 96 i wystepuje w 16%

komoérek (strona internetowa 5).

Linia komoérek Caco-2 odzwierciedla morfologie i fizjologie prawidtowych enterocytow
jelitowych, dzieki czemu jest wykorzystywana w badaniach jako referencyjna linia komoérek
nabtonka jelitowego. W czasie prowadzenia hodowli linia Caco-2 przechodzi proces
spontanicznego réznicowania, w wyniku ktdérego, po trzech tygodniach hodowli, przy peinej
konfluencji, utworzy monowarstwe wysoko spolaryzowanych komoérek, o budowie typowej dla
enterocytow, z jadrem w cze$ci podstawnej, gestymi mitochondriami i ragbkiem szczoteczkowym
w cze$ci szczytowej. Komorki Caco-2 wytwarzajg enzymy (disacharydazy i peptydazy,
transferaze-S-glutationows, izoenzymy CYP450, glukuronidaze i sulfotransferaze) oraz biatka
transportowe, syntetyzowane przez komarki absorbujgce nabtonka, biorgce udzial w transporcie
cukréw, aminokwasow, peptydéw i witamin. Dzieki temu, komorki Caco-2 wykazujg funkcjonalne
podobienstwo do nabtonka jelita cienkiego, imitujac naturalne warunki in vivo przewodu
pokarmowego. Specyficzne wtasciwosci komorek Caco-2 wynikajg ze zdolnosci ich réznicowania

sie w komorki zblizone morfologicznie i fizjologicznie do prawidtowych komorek jelita

41



Materiat i metody

(enterocytow) pod wptywem czynnikéw indukujgcych. Dlatego tez, model komdrek Caco-2
znalazt zastosowanie do badania wchtaniania biatek, lipidow, cukréow, jonéw metali, witamin,

przeciwutleniaczy, mykotoksyn i innych sktadnikéw zywnosci (Grajek i wsp., 2006).

Hodowle komoérek linii Caco-2 (Rycina 13) prowadzono w ptynie hodowlanym DMEM
zwysoka zawarto$cig glukozy, suplementowanym 10% inaktywowang plodowg surowicg

bydleca oraz 1% roztworem streptomycyny i penicyliny.

Naczynia hodowlane o pojemnos$ci 25 cm?, z komérkami linii Caco-2 przechowywano
w inkubatorze w temperaturze 37°C, z regulowang atmosferg gazéw tak, aby znajdowaly sie one

w 5% COz. W inkubatorze utrzymywano wilgotno$¢ na poziomie >95%.

Rycina 13. Komérki linii Caco-2 (mikroskop odwrdcony, powiekszenie obiektywu 20x).
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I11. 3. Metody
III. 3.1. Pasaz komérek

Komoérki linii HT29, AGS, HCT116 i Caco-2 utrzymywano w fazie logarytmicznego wzrostu
poprzez ich regularne pasazowanie do nowych butelek hodowlanych przed osiagnieciem stanu

konfluencji.

Pasaz komorek przeprowadzano w sterylnych warunkach komory laminarnej,
z zachowaniem zasad dobrej praktyki laboratoryjnej i przy uzyciu najwyzszej jakosci sprzetu

jednorazowego uzytku.

Monowarstwe komorek delikatnie przemywano jatowym PBS, po uprzednim usunieciu
zuzytego medium z butelki hodowlanej. Nastepnie, komorki traktowano roztworem 0,25%
trypsyny w 0,025% roztworze kwasu etylenodiaminotetraoctowego (EDTA), przez 3 - 5 minut
w temperaturze 37°C. Dziatanie proteazy powoduje rozpuszczenie kolagenu i oddzielenie sie
pojedynczych komorek, zar6wno od siebie, jak i od dna naczynia hodowlanego. Po ww. czasie,
aktywnos¢ trypsyny blokowano dodajac pelne podtoze hodowlane odpowiednie dla danej linii
komoérkowej. Proces trypsynizacji komérek kontrolowano przy uzyciu mikroskopu odwréconego.
Kazdorazowo, po trypsynizacji obliczano gesto$¢ komoérek w 1 ml zawiesiny przy uzyciu komory
Thoma. Pod mikroskopem zliczano komérki z 4 dowolnych kwadratéw ograniczonych potréjnymi

liniami (Rycina 14). Nastepnie gesto$¢ komoérek obliczano wedtug wzoru:

c =§ X 10* x r [liczba komérek/ml]

gdzie:
n - suma zliczonych komdérek

1 - liczba pdl, z ktdrych zliczano komérki
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Materiat i metody

Rycina 14. Obraz prostopadtych linii komory
hemocytometru, ktore dzielg obszar na komorki
pomiarowe/zliczeniowe. Kolorem Z6ttym,
zielonym, czerwonym i niebieskim przestawiono
obszar, z ktdrego zliczano komdrki (obszar
srodkowy oraz obszar 2 potrojnych linii). Komorki
zliczano zawsze z tych samych pdl, aby uzyska¢ jak
najwyzszq powtarzalnos¢ wynikéw.

Tabela 2. Gesto$¢ komoérek AGS, HT29, HCT116 i Caco-2 zastosowana w pasazach oraz

poszczegdlnych seriach doswiadczalnych

Gestos¢ komorek linii AGS, HT29, HCT116

Metoda i Caco-2
[liczba komérek w 1 ml medium
hodowlanego]
Pasaz 6x104-8x104
Analiza cytotoksycznosci - test MTT 6x105
Ocena genotoksycznosci - test kometowy 1,2x105
Badanie poziomu stresu oksydacyjnego 6x105
Badanie apoptozy - cytometr przeptywowy 3,5x 105

Badanie apoptozy i aktywno$ci kaspazy 3/7 -
Apo-Tox Glo Assay

2x105-4x105

Analiza cyklu komdrkowego - cytometr

przeptywowy

2x105-3x105

III. 3.1.1. Ocena zywotnosci komorek roztworem biekitu trypanu

e Zasada testu

Zywotno$¢ komérek w hodowli poddawano ocenie, rozcienczajac zawiesine komérek

w roztworze wodnym btekitu trypanu (4% w/v). Roztwor ten w fizjologicznych warunkach

wykazuje anionowy charakter, dzieki czemu nie wnika do zywych komdrek ze wzgledu na ujemny

fadunek nieuszkodzonej btony. Biekit trypanu przenika jedynie do cytoplazmy komoérek

martwych, ktoérych ciggtos¢ btony komorkowej zostata naruszona, barwigc je na kolor

ciemnoniebieski.
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o Przebieg doswiadczenia
Zawiesine komérkowa (20 pl) mieszano z roztworem barwnika w stosunku 1:1
i inkubowano przez 3 - 4 minuty. Nastepnie, mieszanine nanoszono na szkietko mikroskopowe
i przykrywano ja szkietkiem nakrywkowym. Komérki zliczano w mikroskopie swietlnym (Nikon)
pod powiekszeniem obiektywu 10%, przy uzyciu sumatora hematologicznego. Z jednej préby
doswiadczalnej zliczano min. 500 komoérek (martwe-niebieskie, Zywe-niezabarwione),

a nastepnie obliczono procent (%) martwych komoérek w hodowli.

I1I. 3.2. Analiza cytotoksycznosci
III. 3.2.1. Oznaczenie aktywno$ci metabolicznej komdrek testem MTT
e Zasada testu

Test MTT to kolorymetryczna metoda stosowana do iloSciowego oznaczania aktywnosci
metabolicznej komoérek (Kumar i wsp., 2018). Jest szeroko rozpowszechniona do oszacowania
efektu cytotoksycznego substancji chemicznych wzgledem réznych typéw komoérek. Dla
wiekszosci zywych komérek aktywnos$¢ mitochondrialna jest stata, tym samym wzrost lub spadek
liczby komoérek aktywnych metabolicznie moze by¢ markerem stuzacym ocenie stopnia
cytotoksycznos$ci testowanego zwigzku w badanym modelu biologicznym. Zasada testu MTT
polega na redukcji zoéttej, rozpuszczalnej w wodzie, soli tetrazolowej MTT (3-(4,5-
dimetylotiazolil-2)-2,5-bromek difenylotetrazoliowy) przez dehydrogenaze bursztynianowa
aktywnych metabolicznie komérek, co prowadzi do powstania fioletowego, nierozpuszczalnego
w wodzie formazanu. Ilo$¢ formazanu mierzona spektrofotometrycznie, w $cisle okreslonych
warunkach, jest wprost proporcjonalna do liczby aktywnych metabolicznie komoérek. Poziom
cytotoksycznosci badanych zwiazkéw oceniano przez okreSlenie stezenia, ktére indukuje
standardowg odpowiedZ biologiczng, przejawiajaca sie w zahamowaniu stopnia aktywnos$ci
metabolicznej badanych komoérek. Ocene stopnia cytotoksyczno$ci testowanych zwigzkéw
wykonano zgodnie z wytycznymi zawartymi w protokole PN-EN [S010993-5:2009 (ISO, 2009)
stuzagcym do oceny cytotoksycznosci preparatéw medycznych. Na podstawie wartosSci
absorbancji obliczano warto$¢ 1Cso czyli stezenie zwigzku, ktére powoduje spadek zywotnosci
komoérek (aktywnych metabolicznie) o 50% procent whodowlach z badanymi zwigzkami
w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi hodowanymi w podtozu wolnym od testowanych

zwigzkow, arbitralnie przyjetymi jako 100%.
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e Przebieg doswiadczenia

Komorki w objetosci 100 pl/dotek hodowano w jatowych, bezbarwnych 96-dotkowych
mikroptytkach przez 24 godziny w odpowiednim podtozu hodowlanym, a nastepnie inkubowano
z réznymi stezeniami badanych zwiazkéw (Tabela 3). Kontrole negatywna stanowity komérki
hodowane w tych samych warunkach, lecz bez testowanych zwigzkéw w podtozu hodowlanym.
Komoérki linii HCT116, HT29, AGS i Caco-2 inkubowano z testowanymi zwigzkami przez
72 h w inkubatorze w 37°C, 5% CO: i przy 95% wilgotnosci. Po tym czasie, 20 ul roztworu MTT
o stezeniu 5 mg/ml (rozpuszczonego w jatlowym PBS) rozporcjowano do kazdego dotka
i inkubowano przez kolejne 4 h w tych samych warunkach. Nastepnie, usuwano roztwér MTT
z plytek, a wytworzone krysztaly formazanu rozpuszczono w DMSO (100 pl/dotek). Absorbancje
mierzono przy uzyciu spektrofotometru PowerWave XS (Biotek) przy dtugosci fali A = 595 nm.
Eksperyment przeprowadzano w trzech, niezaleznych powtérzeniach dla kazdej badanej linii

komérkowe;.

Tabela 3. Zastosowane stezenia zwigzkéw w teScie MTT

Komeérki: HCT116, HT29, AGS, Caco-2

CAPE CPT-11 SN38
0,5 uM 5uM 0,25 uM
5uM 10 uM 0,5 uM
10 uM 15 uM 1uM
50 uM 30 uM 5uM
100 uM 60 uM 10 uM
200 uyM 100 uM 15 uM
300 uM

400 uM

500 uM
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IIL. 3.2.2. Oznaczenie synergizmu/antagonizmu pomiedzy badanymi zwigzkami

e Zasada oznaczen

Dziatanie dwéch zwigzkéw/lekéw uwaza sie za synergistyczne jesli koncowy efekt ich
aktywnosci jest wiekszy, niz suma dwdch oddzielnych efektow (efekt addycyjny).
Przeciwienstwem synergizmu jest dziatanie antagonistyczne, ktére oznacza, ze wspotdziatanie
dwoéch zwigzkow jest mniejsze od sumy dziatania dwoch lekow podawanych osobno. Aby okresli¢
efekt dzialania CPT-11 lub SN38 w obecnosci CAPE, obliczano stosunek oczekiwanej liczby
komorek (ne) do liczby komoérek obserwowanych (n,) (Lin i wsp., 2012). Wynik > 1 oznaczat efekt
synergistyczny miedzy lekiem czy jego metabolitem a CAPE, podczas gdy wynik <1 $wiadczyt

o efekcie antagonistycznym.

e Przebieg doswiadczenia

Do oceny efektu synergistycznego/antagonistycznego testowanych zwigzkow
wykorzystano test MTT, analogicznie jak w przypadku oceny cytotoksycznosci, jednak badane
zwiazki podawano razem do medium hodowlanego. W doswiadczeniu wykorzystano stezenia
CAPE odpowiadajgce wartosciom ICso wyznaczonym dla poszczegdlnych linii komérkowych.
Z kolei, stezenia irinotekanu wynosity od 5 uM - 100 uM dla kazdej linii komérkowej, a SN38 od
0,25 pM - 15 uM (Tabela 4). Komoérki inkubowano ze zwigzkami przez 72 godziny,
w temperaturze 37°C, 95% wilgotnosci i 5% CO2. Kontrole negatywnag stanowily komorki
hodowane w medium wolnym od testowanych zwigzkéw. Doswiadczenie wykonano w trzech

niezaleznych powtorzeniach dla kazdej linii komérkowe;.
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Tabela 4. Uktady doswiadczalne zastosowane do oceny efektu synergistycznego lub
antagonistycznego: CPT-11 w obecnosci CAPE oraz SN38 w obecnosci CAPE.

Stezenie CPT-11 Stezenie CAPE [ICso wyznaczone dla danej linii]
HCT116 HT29 AGS Caco-2

5uM
10 uM
15 uM
30 uM
60 uM
100 pM
Stezenie SN38
0,25 uM
0,5 uM
1uM
5uM
10 uM
15 uM

+8 uM +24 uM +8 uM +55 uM

+8 uM +24 pM +8 uM +55 uM

I1I. 3.2. Analiza genotoksycznosci
IIL. 3.2.1. Test kometowy
e Zasada testu

Test kometowy (ang. Comet Assay) stuzy do oceny stopnia uszkodzen DNA powstatych pod
wptywem czynnika uszkadzajgcego oraz monitorowania kinetyki naprawy DNA. Zasada testu
kometowego opiera sie na unieruchomieniu komérek w zelu agarozowym na szkietku
mikroskopowym, a nastepnie ich lizie. Powoduje to uwolnienie DNA w formie superskreconych
petli, polaczonych z macierza jadrowa. W wyniku przyloZonego napiecia, pofragmentowane,
ujemnie natadowane nici DNA o niskiej masie czasteczkowej, wedrujg w kierunku anody (+),
powodujac powstanie tzw. ,ogona” komety. ,Gtowa” komety sktada sie z DNA o wysokiej masie
czasteczkowej, nieuszkodzonego, zwigzanego z macierza jadrowa. Im diluzszy ,ogon”, tym

wiekszy stopien uszkodzen DNA (Rycina 15) (Jatoszynski, 2008).
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glowa komety ogon komety

| I

Rycina. 15. Obraz komety uzyskany po 24 h inkubacji komdérek HT29 z irinotekanem (DAPI, pow.
40x)

W niniejszej pracy zostata wykorzystana wersja alkaliczna testu kometowego (pH 13),
ktéra pozwala na detekcje peknie¢ jednoniciowych DNA (SSB), peknie¢ dwuniciowych DNA (DSB),
miejsc zasadowo-labilnych (ALS) oraz miejsc AP (A-purynowe lub A-pirymidynowe) (Liao i wsp.,

2009).

e Przebieg doswiadczenia

Test kometowy przeprowadzono, zgodnie z procedura opisang przez Singha i wsp. (1988)
z modyfikacjami (Kontek i wsp., 2010). Komoérki linii HCT116, HT29, AGS i Caco-2 (2 ml/dotek)
hodowano w 6-dotkowych ptytkach przez 24 godziny w odpowiednim podtozu hodowlanym
(37°C, 95% wilgotnosci, 5% CO-). Nastepnie, inkubowano je z testowanymi zwigzkami, w tych
samych warunkach, przez kolejne 24 h. Zastosowane w tescie kometowym stezenia CAPE, CPT-
11, SN38, CPT-11+CAPE i SN38+CAPE dla poszczeg6lnych linii komorkowych przedstawiono
w Tabeli 5.
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Tabela 5. Serie doswiadczalne zastosowane w te$cie kometowym

HCT116 HT29 AGS Caco-2
CAPE 8 uM (ICso) 24 uM (ICs0) 8 uM (ICs0) 55 uM (ICs0)
CPT-11 4,5 uM (ICso) 8,5 uM (ICs0) 8 uM (ICs0) 30 uM (ICs0)
CPT 11+CAPE  45uM+8uM  85uM+24uM  8uM+8uM 30 uM + 55 uM
SN38 0,5 uM (ICso) 0,3 uM (ICso) 0,8 uM (ICso) 5 uM (ICso)

SN38+CAPE 05uM+8puM  03uM+24pM  08uM+8uM  5puM+55uM

Po inkubacji, komérki trypsynizowano, a otrzymang zawiesine wirowano przy 1400
obrotach/min w temperaturze 4°C - 6°C, przez 10 minut. Nastepnie, 25 pl zawiesiny komoérkowej
zmieszano z 50 pl 0,8% agarozy o niskiej temperaturze topnienia (LMP) rozpuszczonej w PBS (pH
7,4). Z tak przygotowanej mieszaniny pobrano 50 pl i naktadano na szkietka podstawowe, ktore
wcze$niej optaszczono 0,5% agarozg o normalnej temperaturze topienia (NMP). W celu
umozliwienia catkowitej polimeryzacji agarozy, szkietka z naniesionymi komoérkami przykryto
szkietkami nakrywkowymii umieszczono nalodzie, przez ok. 10 min, przy ograniczonym dostepie
Swiatta. Wszystkie kolejne etapy testu kometowego przeprowadzone zostaly w ciemni. Szkietka
nakrywkowe delikatnie usunieto, po czym preparaty inkubowano w 4°C przez 1 godzine
w buforze lizujgcym (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% N- laurylosiarczan sodowy,
10 mM Tris, pH 10), ktéry degraduje RNA oraz denaturuje biatka macierzy jadrowej. Po lizie
komorek, szkietka przeptukano dwukrotnie w buforze rozwijajgcym (10 M NaOH, 0,2 M EDTA,
pH> 13), dzieki czemu DNA zostato zdenaturowane, a RNA, ktore pozostato po etapie lizy, ulegto
catkowitej degradacji. Preparaty pozostawiono w buforze rozwijajagcym na 40 minut,
w temperaturze 4°C, z ograniczonym dostepem $wiatta (ciemnia). Nastepnie, przeprowadzono
elektroforeze w temperaturze 4°C, przez 25 minut przy natezeniu pola elektrycznego
wynoszacym 300 mA i napieciu 25 V. W kolejnym etapie testu, szkietka umieszczono na 10 minut
w buforze neutralizujgcym zawierajacym 0,4 M Tris-HCI (pH 7,5). Nastepnie szkietka przeptukano
woda destylowang i pozostawiono do wyschniecia. Przed przystapieniem do analizy
mikroskopowej, preparaty wybarwiono barwnikiem DAPI o stezeniu 1 ug/ml przez 1 godzine
w 4°C. Analize préb przeprowadzono przy uzyciu mikroskopu fluorescencyjnego (Olympus
BX60F5), przy dtugosci fali A=360 nm. Obrazy zapisano w programie komputerowym Analysis
Soft Imaging. Z kazdej proby zliczono minimum 50 komoérek, ktére nastepnie analizowano za
pomoca programu CASP (Korica i wsp., 2003). Kontrole negatywng stanowity komdrki hodowane
w podtozu hodowlanym wolnym od testowanych zwiazkéw. Dla kazdej badanej linii komo6rkowe;j

przeprowadzano trzy niezalezne powtorzenia eksperymentu.
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I1I. 3.3. Badanie poziomu stresu oksydacyjnego
e Zasada testu

Sondy fluorescencyjne sa wykorzystywane do monitorowania, w czasie rzeczywistym,
powstajacych w komorce reaktywnych form tlenu (RFT). W niniejszej pracy zastosowano sonde
H,DCFDA (dioctan 2',7'-dichlorodihydrofluoresceiny), ktéra szybko i skutecznie wykrywa
oksydanty wewnatrz komérek, ktérych btona komérkowa zostata nieuszkodzona. H,DCFDA
swobodnie przechodzi przez btone plazmatyczng do cytozolu, gdzie ulega hydrolizie do anionu
karboksylowego H;DCF (2’,7’-dichlorodihydrofluoresceiny), ktérego utlenienie powoduje
powstanie fluorescencyjnego produktu 2’,7’-dichlorofluoresceiny (DCF). Utlenianie H,DCF do DCF
jest reakcja dwuetapowa, w ktérej najpierw powstaje rodnik DCF, utleniany w kolejnym etapie
przez czasteczkowy tlen do fluorescencyjnego produktu (DCF). Tworzenie DCF jest indukowane
réwniez przez rodniki hydroksylowe, weglanowe, a takze dwutlenek azotu. Co wazne, H>0> nie
reaguje bezposrednio z HDCF, gdyz wymaga obecnos$ci peroksydaz (np. peroksydazy
chrzanowej) (Oparka i wsp., 2016).

e Przebieg doswiadczenia
Komorki linii nowotworowych hodowano w odpowiednim podtozu (100 ul), w czarnych
96-dotkowych mikroptytkach hodowlanych. Gdy komorki osiggnety 90% stanu konfluencji
usunieto podtoze hodowlane, ktore zastgpiono 20 mM HDCFDA (rozpuszczonym w jatlowym

PBS). Catos¢ inkubowano przez 20 min. Nastepnie, przeprowadzono 2 serie eksperymentalne:

I) obejmowata 30-minutowa inkubacje z CAPE, a nastepnie, w chwili rozpoczecia pomiaru,
dodano 2 mM H;0; - zastosowany w niniejszej pracy skrot: preinkubacja CAPE + inkubacja 2 mM

HzOz (Tab. 6).

II) obejmowata 30-minutowg preinkubacje z 2 mM H;0,, po ktérej w momencie
rozpoczecia pomiaru dodano CAPE w stezeniach opisanych w Tabeli 6 - zastosowany w niniejszej

pracy skrét: preinkubacja 2 mM H:0; + inkubacja CAPE
W przypadku kazdej serii eksperymentalnej zastosowano nastepujace kontrole:
1. kontrole negatywna - komorki zawieszone w PBS-ie

2. kontrole pozytywne (dodane w zaleznosci od serii doSwiadczalnej): CAPE (stezenie rowne

wartosci ICso wyznaczone dla danej linii nowotworowej) oraz 2 mM H:0,.

Eksperyment wykonano w trzech, niezaleznych powtoérzeniach dla kazdego rodzaju linii
komédrkowej. Fluorescencje mierzono w odstepach 15 minutowych przez 120 min przy dtugosci

fali wzbudzenia 485 nm i emisji 535 nm.

o1



Materiat i metody

Tabela 6. Zastosowane serie doswiadczalne w ocenie poziomu stresu oksydacyjnego.

Seria I - preinkubacja z CAPE + inkubacja z 2ZmM H:0:

Preinkubacja 30 min Rozpoczecie pomiaru

- Kontrola negatywna (PBS)

- Kontrola pozytywna 2 mM H0,

Kontrola pozytywna ICso CAPE -

15 1Cso CAPE 2 mM H;0;
IC50 CAPE 2 mM HzOz
2 x1Cs0 CAPE 2mM H,0;

Seria Il - preinkubacja z 2 mM H;0; +inkubacja z CAPE

Preinkubacja 30 min Rozpoczecie pomiaru

- Kontrola negatywna (PBS)

- Kontrola pozytywna ICso CAPE

Kontrola pozytywna 2 mM H0, -

2 mM HzOz 1/2 IC50 CAPE
2 mM HzOz ICS() CAPE
2 mM H;0; 2 x1Cso CAPE

I1I. 3.4. Analiza przebiegu cyklu komdrkowego i jego poszczegélnych faz
e Zasada testu

Analize cyklu komoérkowego z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
przeprowadzono przy uzyciu jodku propidyny (PI), ktory interkaluje do dwuniciowego DNA,
tworzac silnie fluorescencyjny addukt. Wigzanie DNA-PI jest stechiometryczne, azatem
intensywno$¢ fluorescencji odpowiada iloSci DNA, réznej dla poszczegdlnych faz cyklu
komérkowego. Najmniej DNA zawierajg komorki niedzielgce sie, bedace w fazie Go lub G1 cyklu
komérkowego. Natomiast, najwyzsza zawartos$cig DNA charakteryzujg sie komorki w fazie G2 i M
(mitozy), o podwojonej iloSci DNA. W fazie S cyklu komérkowego ilos¢ DNA jest zawsze wieksza
niz w komoérkach diploidalnych, jednak nie przekracza warto$ci charakterystycznej dla komoérek

bedacych w fazie G; i mitozy.

e Przebieg doswiadczenia
Komorki linii AGS, HCT116, HT29 i Caco-2 hodowano przez 24 h przed rozpoczeciem
eksperymentu w 6-dotkowych ptytkach, w objetosci 2 ml zawiesiny/dotek. Nastepnie, do kazdego
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dotka dodano testowane zwigzki na kolejne 24 h (37°C, przy 95% wilgotnosci i 5% CO3).
Zastosowane stezenia CAPE, CPT-11, SN38, CPT-11+CAPE i SN38+CAPE dla poszczegdblnych linii
komorkowych (Tabela 7), odpowiadaty wyznaczonym warto$ciom ICso dla badanych zwigzkdéw.
Kontrole negatywna stanowity komoérki hodowane bez testowanych zwigzkéw w odpowiednim
podiozu hodowlanym. Po inkubacji z testowanymi zwigzkami, komorki trypsynizowano,
zwirowano (1400 rpm, 10 min, 4°C), przeptukano schtodzonym PBS-em (pozbawionym jonéw
Ca?* i Mg?+) oraz ponownie zwirowano w tych samych warunkach. Nastepnie, zlano supernatant,
a osad komérkowy zawieszono w 200 pl schtodzonego PBS-u, po czym komérki utrwalono w 70%
lodowatym (-20°C) etanolu. Komdrki zwirowano przy 4500 rpm przez 10 minut, w 4°C, a osad
komorkowy zawieszono w roztworze jodku propidyny (5 mg/ml) w obecno$ci RNazy A (50 jedn.
Kunitza/ml) rozcienczonej w PBS-ie. Tak przygotowane prdéby byty inkubowane w ciemnosci
przez 30 minut w temperaturze 37°C. Bezposrednio po zakonczeniu inkubacji préby
doswiadczalne zostaty przeniesione na 16d. Pomiar wykonywano na cytometrze przeptywowym
Becton Dickinson LSR Il znajdujacym sie w Pracowni Cytometrii Przeptywowej Wydziatu Biologii
i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu kLodzkiego. Doswiadczenie wykonano w trzech
powtoérzeniach dla kazdej badanej linii komoérkowej. Do analizy wynikow wykorzystano

oprogramowanie Flow Jo 7.5.5.

Tabela 7. Stezenia oraz uktady doswiadczalne wykorzystane w analizie cyklu komoérkowego

HCT116 HT29 AGS Caco-2
4 uM(%21ICso) 12 uM(%2ICso) 4 uM(¥21Cso) 27,5 pM(Y21Cso)
CAPE 8 UM (ICso) 24 uM (ICso) 8 uM (ICso) 55 uM (ICso)
16 uM(2 x ICso) 48 uM(2 x ICso) 16 uM(2 x1Cs0) 110 pM(2 x ICs0)
CPT-11 4,5 uM (ICso) 8,5 uM (ICso) 8 uM (ICso) 30 uM (ICso)
CPT 11+CAPE 4,5 uM + 8 uM 8,5 uM + 24 uM 8 uM + 8 uM 30 uM + 55 uM
SN38 0,5 uM (ICs0) 0,3 uM (ICso) 0,8 uM (ICso) 5 uM (ICs0)

SN38+CAPE 05uM+8 uM  0,3uM+24uM 0,8 uM + 8 uM 5 uM + 55 uM

IIL. 3.5. Ocena zdolnosci do indukcji apoptozy
III. 3.5.1. Ocena zdolnosci do indukcji apoptozy z wykorzystaniem cytometru
przepltywowego
e Zasada testu
Badanie wtasciwos$ci proapoptotycznych badanych zwigzkéw przeprowadzono przy

zastosowaniu cytometru przeptywowego i uzyciu jodku propidyny oraz barwnika Alexa fluor 488
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sprzezonego z aneksyna V (Aneksyna-V-Alexa488). W zywych komoérkach, ktorych ciggtosé btony
jest zachowana, wystepowanie fosfatydyloseryny (PS) jest ograniczone tylko do wewnetrznej
powierzchni btony plazmatycznej. Jednakze, podczas wczesnych etapéw apoptozy, zanim dojdzie
do utraty integralnosci btony, fosfatydyloseryna ulega eksternalizacji na zewnetrzna
powierzchnie btony plazmatycznej, gdzie eksponowana jest do przestrzeni miedzykomérkowej.
Biatkiem wigzacym fosfolipidy, wykazujacym wysoki stopien powinowactwa do PS jest
aneksynaV, bedaca ludzkim antykoagulantem o masie czasteczkowej 35-36 kDa. Dzieki
zastosowaniu Alexa fluor 488 skoniugowanego z aneksyng V mozliwa jest fluorescencyjna
detekcja komorek wczesnoapoptotycznych. W celu odréznienia komorek bedacych we wczesnej
fazie apoptozy od komoérek péZnoapoptotycznych i nekrotycznych zastosowano PI, dla ktérego
btona komérkowa o nienaruszonej cigglosci jest nieprzepuszczalna. Test ten, pozwala zatem

zidentyfikowac 4 frakcje komoérek:

1. komorki zywe (komorki niewybarwione; An-/PI-),

2. komorki wczesnoapoptotyczne (komoérki wybarwione tylko Aneksyng-V-Alexa
488; An+/PI-),

3. komorki p6znoapoptotyczne (komoérki wybarwione Aneksyng-V-Alexa 488 oraz PI;
An+/PI+),

4. komorki nekrotyczne (komdrki wybarwione tylko PI; An-/PI+).

e Przebieg doswiadczenia

Komérki hodowano w bezbarwnych, jatowych 6-dotkowych ptytkach przez 24 godziny,
a nastepnie poddano je 24 h inkubacji z badanymi zwigzkami w temperaturze 37°C, przy 95%
wilgotnosci i 5% CO,. Uzyte w do$wiadczeniu stezenia CAPE, CPT-11, SN38, CPT-11+CAPE
i SN38+CAPE przedstawiono w Tabeli 8. Do eksperymentu wigczono odpowiednie kontrole t;.
1) komorki niebarwione zadnym fluorochromem i nietraktowane badanymi zwigzkami lub
kombinacjg zwigzkdéw, 2) barwione jedynie PI (komoérki utrwalone w 70% alkoholu etylowym),
3) komorki barwione wytacznie Aneksyng-V-Alexa 488 (komérki traktowane 4 pM SN38) oraz
4) komorki barwione zaréwno PI jak i Aneksyng-V-Alexa 488 (komorki nieinkubowane ze
zwigzkami). Po inkubacji, komorki trypsynizowano, przeptukiwano dwukrotne schtodzonym
PBS-em i wirowano przy 1400 rpm w 4°C przez 10 min. Sporzadzano 1 x stezony bufor wiazacy
aneksyne (50 mM HEPES, 700 mM NaCl, 12,5 mM CaCl,, pH 7,4) oraz roztwér Pl o stezeniu
100 pg/ml rozcieficzonego w buforze wigzacym aneksyne. Osad komorek zawieszano w buforze
wigzgcym aneksyne, tak, aby gesto$¢ komorek wynosita 1 x 106/ml buforu. Komérki inkubowano
z 1 pl Pl oraz 5 pl Alexa Fluor® 488 aneksyna V (w roztworze 25 mM HEPES, 140 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 0,1% surowicy bydlecej, pH 7,4) na kazde 100 ul roztworu wigzacego, przez 15 minut
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w temperaturze pokojowej, w ciemnos$ci. Nastepnie, probki przenoszono na 1éd i analizowano
w cytometrze przeptywowym Becton Dickinson LSR II. Ocenie poddawano co najmniej 1 x 104
komorek na préobe. Eksperyment przeprowadzano w trzech, niezaleznych powtérzeniach dla

kazdej badanej linii komérkowe;j.

Tabela 8. Uktady doswiadczalne zastosowane do oceny wlasciwosci proapoptotycznych

HCT116 HT29 AGS Caco-2
¥%ICso 4 uM 12 uM 4 uM 27,5 uM
CAPE ICso 24 uM 55 uM
2xICso 16 uM 48 uM 16 uM 110 uM
CPT-11 [Cso 4,5 uM 8,5 uM 8 uM 30 uM
CPT 11+CAPE 4,5 uM + 8,5 uM + 24 uM 8 uM + 30 uM + 55 uM
SN38 ICso  0,5puM 0,3 uM 0,8 uM 5 uM
SN38+CAPE 0,5 uM + 0,3 uM + 24 uM 0,8 uM + 5 uM + 55 uM

I1I. 3.5.2. Ocena wlasciwos$ci proapoprotycznych przy uzyciu zestawu analitycznego
ApoTox-Glo ™ Triplex Assay
e Zasada testu

Zdolnos$¢ CAPE, CPT-11 i SN38 do indukcji apoptozy w badanych komédrkach linii
nowotworowych zostala dodatkowo zbadana przy uzyciu multipleksowego systemu
analitycznego ApoTox-Glo ™ Triplex Assay. Test ten sktada sie z dwdch etapéw, w pierwszej czesci
testu mierzona jest aktywnos$¢ proteaz komoérkowych, bedacych wskaZznikiem zywotnosci lub
cytotoksycznos$ci. Zywotno$¢ komoérek jest oceniania przy uzyciu fluorogennego substratu
peptydowego tj. glicylo-fenyloalanina-aminofluorokumaryny (GF-AFC), ktéry swobodnie
przenika przez nienaruszone btony komérkowe. We wnetrzu komorki substrat zostaje poddany
dziataniu proteaz komoérkowych, czego efektem jest hydroliza wigzan peptydowych i emisja
fluorescencji, ktéra jest wprost proporcjonalna do liczby zywych komérek. W wyniku
cytotoksycznego dziatania zwigzku, dochodzi do utraty integralnosci btony komoérkowe;j,
a proteazy sa uwalniane do pozywki otaczajgcej komérki. Zastosowanie drugiego fluorogennego
peptydu (bis-alanylalanyl-fenyloalanylorodamina 110; bis-AAF-R110) nie posiadajacego
zdolno$ci do przenikania przez btony komoérkowe i bedacego substratem dla proteaz
uwolnionych z komérek, pozwala na fluorometryczne oznaczenie aktywnos$ci cytotoksycznej
zwigzku. Natezenie fluorescencji jest wprost proporcjonalne do liczby martwych komoérek.

W drugim etapie, zastosowano trzeci substrat zawierajacy sekwencje DEVD, ktéra jest
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rozpoznawana przez kaspazy. Substrat ten jest sprzezony z aminolucyferyna, bedaca substratem
dla lucyferazy. Po lizie komoérek, kaspaza 3/7 przecina sekwencje DEVD i uwalnia substrat dla
lucyferazy, co skutkuje emisjg luminescencji, a jej nateZenie jest wprost proporcjonalne do
aktywnosci kaspazy w komoérkach traktowanych badanym zwigzkiem czy kombinacjg zwigzkow
(protokét Promega, strona internetowa 6). Aktywnos$¢ efektorowej kaspazy 3/7, jest markerem

wskazujacym na przebiegajacy proces apoptozy.

o Przebieg doswiadczenia

Test wykonywano zgodnie z protokotem dostarczonym wraz z kitem przez firme
Promega. 100 pl zawiesiny komdrkowe;j linii AGS, HT29, HCT116 i Caco-2 rozporcjowano na 96-
dotkowa, czarng plytke z przezroczystym dnem i prowadzono hodowle przez 24 h, po czym
dodano badane zwiazki na kolejne 24 h, 48 hi 72 h w temperaturze 37°Ci 5% CO». Zastosowane
w do$wiadczeniu stezenia CAPE, CPT-11, SN38, CPT-11+CAPE i SN38+CAPE przedstawiono
w Tabeli 8 (rozdziat I11.3.5.1. niniejszej pracy). Kontrole negatywng stanowity komo6rki hodowane
w podiozu wolnym od testowanych zwigzkéw. Po inkubacji komérek w badanych uktadach
doswiadczalnych, do kazdego dotka dodano 20 pl odczynnika do oznaczania
zywotnosci/cytotoksycznosci, zawierajacego oba substraty: GF-AFC oraz bis-AAF-R110. Ptytke
intensywnie mieszano (300-500 rpm) przez okolo 30 sekund, a nastepnie inkubowano przez
1hw ciemnosci, w temperaturze 37°C i 5% CO,. Po inkubacji mierzono fluorescencje przy
dtugosci fali: 400Ex/505Em (zywotno$¢) oraz 485Ex/520Em (cytotoksycznos¢), wykorzystujac
wielofunkcyjny czytnik plytek SpectraMax i3. W kolejnym etapie, do wszystkich dotkow
dodawano 100 pl odczynnika Caspase-Glo® 3/7. Ptytke intensywnie mieszano (300-500 rpm)
przez okoto 30 sekund, a nastepnie inkubowano przez 1 h w temperaturze 37°C, w ciemnoscii 5%
CO;. Po inkubacji mierzono luminescencje za pomocg wielofunkcyjnego czytnika plytek

SpectraMax i3.
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IV. WYNIKI

IV. 1. Analiza cytotoksycznosci

IV.1.1. Test MTT
CAPE

W celu okreslenia aktywno$ci metabolicznej komdrek linii nowotworowych przewodu
pokarmowego: HT29, HCT116, AGS i Caco-2 poddanych dziataniu CAPE wykonano test MTT.
Badane komoérki byty inkubowane ze zwigzkiem w przedziale stezen od 0,5 do 500 uM przez
72 godziny. Wartosci 1Cso zostaly wyznaczone z wykorzystaniem programu komputerowego

GraphPad Prism. Wyniki otrzymane w tescie MTT zostaty przedstawione na Rycinie 16.

Po 72-godzinnej inkubacji badanych komoérek z CAPE najbardziej wrazliwe na jego
dziatanie okazaty sie by¢ komorki linii HCT116 i AGS, dla ktérych wyznaczone wartosci 1Cso
wyniosty odpowiednio 8 £ 2,06 uyM i 8 + 1,77 uM (Ryc. 16A i C). Natomiast najmniej wrazliwe
na dziatanie CAPE byty komérki Caco-2, gdzie ICso osiaggneto warto$¢ 55 + 1,63 pM (Ryc. 16D).
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Rycina 16. Aktywnos¢ metaboliczna komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)

poddanych 72-godzinnej inkubacji z CAPE.
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Irinotekan (CPT-11)

Irinotekan inkubowano zkomdrkami linii HT29, HCT116, AGS i Caco-2 przez
72 godziny w zakresie stezen od 5 do 100 pM, wyjatek stanowity komorki linii Caco-2, ktére
eksponowano na CPT-11 w zakresie stezeni od 5 do 250 pM. Efekt dziatania cytotoksycznego
CPT-11 na aktywno$¢ metaboliczng badanych komoérek okreslono wyznaczajac wartosci ICso

dla poszczegolnych linii nowotworowych (Rycina 17).

Najnizsza wartos¢ 1Cso, a tym samym najwyzsza wrazliwo$¢ na dziatanie irinotekanu,
odnotowano dla komérek linii HCT116 dla ktérych warto$¢ ta wyniosta 4,5 + 1,87 uM (Rycina
17A.). Prawie dwukrotnie wyzsze wartosci 1Cso tj. 8 + 2,95 uM 18 + 2,37 uM wyznaczono
odpowiednio dla komoérek HT29 i AGS (Ryc. 17B i C). Komérki linii Caco-2 okazaty sie by¢
najmniej wrazliwe na dziatanie CPT-11, a otrzymana dla tej linii wartos¢ 1Cso wynosita

33 +0,97 uM (Ryc. 17D).
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Rycina 17. Aktywnos¢ metaboliczna komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)
poddanych 72-godzinnej inkubacji z CPT-11.
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Aktywnos$¢ metaboliczna komérek linii HT29, HCT116, AGS i Caco-2 eksponowanych

przez 72 godziny na dziatanie SN38 oceniano wykorzystujac wzrastajgce stezenia badanego

zwigzku (zakres od 0,25 puM do 15 pM dla komérek HT29, HCT116, AGS oraz 0,5 pM - 50 uM

dla komoérek linii Caco-2). Uzyskane wyniki pozwolily wyznaczy¢ wartosci ICso dla kazdej

z badanych linii nowotworowych.

Podobnie jak w przypadku dziatania CAPE i CPT-11, réwniez SN38 wptywatl na

zmniejszenie aktywno$ci metabolicznej testowanych komoérek (Rycina 18). Najbardziej

wrazliwe na dziatanie SN38 okazaty sie by¢ komérki linii HT29, dla ktérych wyznaczona

warto$¢ ICso wynosita 0,3 + 1,03 uM (Ryc. 18B). Z kolei, najmniej efektywne dziatanie SN38

odnotowano w komoérkach linii Caco-2, gdzie warto$¢ ICso byta réwna 5 * 2,13 pM (Ryc. 18D).
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Rycina 18. Aktywnos¢ metaboliczna komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)

poddanych 72-godzinnej inkubacji z SN38.

60



Wyniki

Podsumowanie wynikow testu MTT

Wykonanie testu MTT pozwolito wyznaczy¢ wartosci ICso dla CAPE, CPT-11 i SN38,
ktére zastosowano w kolejnych testach, zaplanowanych w ramach realizacji etapéw niniejszej
pracy doktorskiej. Wyniki przeprowadzonego testu MTT wykazaty, Ze najwyzsza aktywnos$cig
cytotoksyczng sposrod badanych zwigzkéw charakteryzowat sie metabolit SN38 wzgledem
wszystkich badanych linii nowotworowych, przy czym najbardziej efektywne dziatanie SN38
odnotowano dla komérek linii HT29 (ICso= 0,3 pM). Nieznacznie stabsze dzialanie SN38
zaobserwowano w komérkach HCT116 (ICso= 0,5 uM) oraz AGS (ICso= 0,8 uM).

W przypadku ekspozycji badanych komdrek na dziatanie CPT-11 najwyzszy poziom
cytotoksycznosci odnotowano dla komoérek linii HCT116 (ICso = 4,5 pM). Stabsze dziatanie
irinotekanu zaobserwowano w komdrkach linii AGS (ICso= 8 pM) i HT29 (ICs0 = 8,5 uM), gdzie

wartosci [Cso ksztalttowaty sie na poréwnywalnym poziomie.

Z kolei, CAPE wykazal najwyzszg aktywnos$¢ cytotoksyczng w komoérkach linii AGS
iHCT116 (ICs0=8puM dla obu linii komoérkowych). Trzykrotnie stabsze dziatanie CAPE

odnotowano w komérkach linii HT29, gdzie warto$¢ 1Cso byta réwna 24 pM.

Komorki Caco-2 (bedace referencyjng linig komoérek nabtonka jelitowego z uwagi na
morfologiczne i fizjologiczne podobiefistwo do  prawidtowych  enterocytow)
w przeprowadzonym tescie MTT okazatly sie by¢ najmniej wrazliwe na dziatanie wszystkich
testowanych zwiazkéw. Najwyzszg efektywnos$¢ dziatania cytotoksycznego odnotowano po
ekspozycji komorek Caco-2 na SN38 (ICso= 5 uM). Najnizszg cytotoksycznos$¢ zaobserwowano

po dziataniu CAPE w ww. komoérkach (ICso = 55 uM) (Tabela 9).

Tabela 9. Wartos$ci 1Cso wyznaczone dla badanych linii nowotworowych po 72 h inkubacji
z szeregiem stezen CAPE, CPT-11 i SN38.

ICso [ uM]
CAPE CPT-11 SN38
AGS 81,77 8+2,37 0,8+1,65
HCT116 8+2,06 45+1,87 0,5+0,91
HT29 24 2,43 8,5+2,95 0,3+1,03
Caco-2 55+1,63 33+0,97 5+2,13
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IV. 1.2. Wyznaczenie stopnia synergizmu/antagonizmu pomiedzy badanymi zwiazkami
testem MTT

Do oceny efektu synergistycznego/antagonistycznego badanych zwigzkow
przeprowadzono test MTT, w ktérym zwigzki zostaty jednocze$nie podane do medium
hodowlanego. Uzyte w doswiadczeniu stezenia CAPE odpowiadaty warto$ciom ICso
wyznaczonym dla poszczeg6lnych linii komoérkowych. Z kolei, zastosowany zakres stezen dla
CPT-11 wynosit 5-100 pM, a dla SN38: 0,25-15 pM (Rycina 19 i 20). Komérki poddane
dziataniu CPT-11 lub SN38 inkubowano przez 72 godziny, przy 95% wilgotnosci i 5% CO-
i temperaturze 379C. Kontrole negatywna stanowily komdrki hodowane bez testowanych
zwigzkéw w podiozu hodowlanym. Doswiadczenie wykonano w trzech powtérzeniach dla

kazdej badanej linii komérkowe;.

CPT-11+CAPE

Po inkubacji komoérek linii HT29, AGS i Caco-2 z CPT-11 w obecnosci CAPE
zaobserwowano wzrost aktywnos$ci metabolicznej komérek w poréwnaniu z dziataniem
samego CPT-11. Jedynie, dla linii komorkowej HCT116 nie zaobserwowano takiego efektu.
Uzyskane wyniki wykazaty, Zze jednoczesna inkubacja badanych komérek z CPT-11
w obecnosci CAPE w podtozu hodowlanym wptyneta na zmniejszenie stopnia
cytotoksycznos$ci irinotekanu, atym samym zwiekszyta liczbe komdrek aktywnych
metabolicznie. Na tej podstawie okreSlony zostat charakter dziatania CAPE,
synergistyczny/antagonistyczny, z zastosowanym chemioterapeutykiem poprzez obliczenie
wsp6tczynnika oczekiwanej liczby komoérek do obserwowanej liczby komoérek dla danego

stezenia (Ws/a).

Dla wszystkich linii komdérkowych warto$¢ ww. wspotczynnika byta mniejsza od 1, co
oznacza, ze ekspozycja badanych komérek na dziatanie CPT-11 w obecnosci CAPE wywotuje
efekt antagonistyczny wzgledem irinotekanu we wszystkich badanych liniach komérkowych

(Rycina 19).
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Rycina 19. Wplyw 72- godzinnej inkubacji komdrek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2
(D) z CPT-11 oraz CPT-11 w obecnosci CAPE (CPT-11 + CAPE) . Zestawienie tabelaryczne pod

wykresem pokazuje stosunek oczekiwanej liczby komorek (n.) do obserwowanej liczby komorek

(n,). Wspétczynnik synergizmu/antagonizmu (Ws,) <1 reprezentuje dziatanie antagonistyczne

CAPE wzgledem CPT-11; sSrednia + SEM.
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SN38+ CAPE

Po 72 h inkubacji komoérek linii HT29 i HCT116 z SN38 w obecnosci CAPE
zaobserwowano antagonistyczne dziatanie SN38+CAPE w ww. komoérkach, powodujac wzrost
ich aktywnos$ci metabolicznej, w poréwnaniu z serig z samym SN38. W przypadku komoérek
linii AGS, dodanie do podtoza hodowlanego CAPE nie miato wplywu na aktywnos$¢
cytotoksyczng SN38. Z kolei, w komoérkach linii Caco-2, CAPE zastosowany jednocze$nie z SN38
wptywat na zwiekszenie efektu cytotoksycznego niskich stezen SN38, jednak dziatanie to nie
byto wystarczajace, aby efekt ten okazat sie synergistyczny. Przy wyzszych stezeniach SN38
(powyzej 10 uM), CAPE wykazywat dziatanie antagonistyczne, zmniejszajac cytotoksycznos¢

metabolitu (Rycina 20).
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Rycina 20. Wplyw 72 godzinnej inkubacji komdérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2
(D) z SN38 oraz SN38 w obecnosci CAPE (SN38+CAPE) oceniany testem MTT (Srednia + SEM).

Tabela pod wykresem pokazuje stosunek oczekiwanej liczby komorek (n.) do obserwowanej

liczby komdrek (n,). Wspétczynnik synergizmu/antagonizmu (Wsss) <1 reprezentuje dziatanie

antagonistyczne CAPE wzgledem SN38.
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IV. 2. Analiza genotoksycznosci

IV. 2.1. Ocena uszkodzen DNA testem kometowym
CAPE

Analize genotoksycznosci CAPE w stosunku do komorek linii HT29, HCT116, AGS
i Caco-2 przeprowadzono testem kometowym w wersji alkalicznej. Badane komorki byty
inkubowane ze zwigzkiem przez 24 h. W doswiadczeniu wykorzystano stezenia CAPE, ktore
odpowiadaly wartoSciom %2 1Cso, ICso oraz 2xICso wyznaczonym w teScie MTT dla
poszczegblnych linii nowotworowych (Tabela 10). Kontrole negatywng stanowity komérki
poszczegblnych linii hodowane w podtozu wolnym od testowanych zwigzkéw. Wyniki

uzyskane w teScie kometowym zostaty przedstawione na Rycinie 21 oraz Tabeli 11.

Tabela 10. Stezenia CAPE zastosowane w te$cie kometowym.

Linia komdérkowa ¥ 1Cso ICso 2 x1Csp
AGS, HCT116 4 uM 8 uM 16 uM
HT29 12 uM 24 M 48 uM
Caco-2 27,5 uM 55 uM 110 uM

Po inkubacji badanych komoérek nowotworowych z CAPE w stezeniach
odpowiadajgcych warto$ciom ICso oraz 2 x ICsg, zaobserwowano istotny statystycznie, wzrost
migracji DNA w ogonach komet w poréwnaniu z kontrolg negatywng. Najwyzsza Srednig
zawarto$¢ DNA w ogonach komet zaobserwowano w komérkach linii HCT116 poddanych
dziataniu CAPE w stezeniu 16 uM (2 x ICso), ktora wynosita 9,97% + 0,54. Nieznacznie mniejszy
stopienn migracji DNA w ogonach komet zaobserwowano w komérkach AGS w poréwnaniu
z komérkami linii HCT116. Natomiast, najnizsze procentowe wartosci DNA (2,90% + 0,52)
w ogonach komet odnotowano dla komérek linii Caco-2 przy zastosowanym stezeniu 27,5 uM

(%2 1Cso) (Rycina 21 i Tabela 11).
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Rycina 21. Procentowa zawartos¢ DNA w ogonie komet w komdrkach linii AGS, HCT116, HT29
i Caco-2 poddanych dziataniu CAPE przez 24 h (Srednia * S.E.M).

*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywnq

Tabela 11. Wartosci procentowej zawarto$ci DNA w ogonach komet ($rednia + S.E.M).

Linia Kontrola %2 1Cso ICso 2 x1Cso
komorkowa negatywna

AGS 3,81%%+0,76 3,89%=+0,58 6,71%+0,63 8,56%0,36
HCT116 2,73%+0,34 2,89%=+0,69 8,44%+0,87 9,97%+0,54
HT29 2,76%+0,40 2,77%+0,48 5,28%=+0,32 6,81%+0,84
Caco-2 2,89%+0,56 2,90%=+0,52 4,87%+0,57 6,56%0,66

Rycina 22 przedstawia fotografie komdrek badanych linii nowotworowych

obserwowanych po inkubacji z CAPE podczas analizy testu kometowego.
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Kontrola negatywna

AGS HCT116 HTZ29 Caco-2
CAPE stezenie 121Csy
AGS HCT116 HT29 Caco-2
CAPE stezenie ICs
AGS HCT116 HT29 Caco-2
CAPE stezenie 2 x ICs
HCT116 HTZ29 Caco-2

Rycina 22. Zdjecia komet obserwowane podczas analizy testu kometowego (24 h inkubacja

z CAPE, powiekszenie 40x).
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CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE

Wptyw CAPE na genotoksyczno$¢ indukowang przez CPT-11 lub SN38 w komoérkach
linii HT29, HCT116, AGS i Caco-2 oceniano dodajac jednoczes$nie testowane zwigzki do medium
hodowlanego w danym uktadzie doswiadczalnym. Zastosowane stezenia CPT-11, SN38 i CAPE
to stezenia odpowiadajgce wartosciom ICsp wyznaczonym dla poszczegdlnych linii
komoérkowych w tescie MTT.

Komorki wybranych linii nowotworowych traktowano przez 24 godziny badanymi
zwigzkami w uktadach doswiadczalnych przedstawionych w Tabeli 5 w rozdziale I11.3.2.1
niniejszej pracy. Kontrole negatywng stanowity komoérki hodowane bez testowanych
zwigzkébw w podiozu hodowlanym. Wyniki opisanej serii do$wiadczalnej zostaly
przedstawione na Rycinie 23.

Jednoczesna inkubacja CPT-11+CAPE i SN38+CAPE wykazata, ze aktywnos$¢
genotoksyczna irinotekanu i jego metabolitu SN38 w komdrkach HCT116 i AGS ulegta
obnizeniu w obecnos$ci CAPE w poréwnaniu do komoérek inkubowanych wytacznie z samym
lekiem lub jego metabolitem (Rycina 234, C, D i Tabela 12). W przypadku komoérek linii HT29,
CAPE indukowat nieznaczny wzrost genotoksycznos$ci CPT-11, jednak réznica w procentowej
zawarto$ci DNA w ogonach komet pomiedzy seriami CPT-11 a CPT-11+CAPE nie osiagneta
poziomu istotnoSci statystycznej (Rycina 23B). W komoérkach linii HT29 zaobserwowano
réwniez najwyzszy sposréod badanych linii komdérkowych, spadek genotoksycznosci SN38

w obecnosci CAPE (SN38+CAPE) w poréwnaniu do serii z samym SN38 (Rycina 23B).
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Rycina 23. Procentowa zawartos¢ DNA w ogonach komet w komérkach linii HCT116 (A), HT29
(B), AGS (C) i Caco-2 (D) inkubowanych 24 h z CPT-11 lub SN38 w obecnosci CAPE (Srednia #*

S.EM.).

*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywng;

#p < 0,05 w poréwnaniu z samym CPT-11 lub SN38
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Tabela 12. Wartosci procentowej zawartosci DNA w ogonach komet ($rednia * S.E.M).

Linia Kontrola CPT-11 CPT-11+CAPE SN38 SN38+CAPE
komoérkowa  negatywna
HCT116 2,73%+0,34 18,69%=+2,77 1693%+1,56  31,43%+5,34 28,50%+*4,36
HT29 2,76%+0,40 14,78%=+1,74 15,39%=+3,92 36,07%+5,23  26,67%+3,89
AGS 3,81%+0,76 14,56%+2,03 12,66%+2,17  22,45%+3,80 19,03%=*2,41
Caco-2 2,89%+0,56 8,89%+0,97 7,49%+1,78 12,75%+2,86  13,08%+1,94

Rycina 24 przedstawia fotografie komdrek badanych

linii

nowotworowych

obserwowanych po inkubacji z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE podczas analizy

testu kometowego.
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CPT 11 CPT-11+CAPE SN38 SN38+CAPE

HCT116

HT29
AGS - - n
Caco-2 u - u

Rycina 24. Zdjecia komet obserwowane podczas analizy testu kometowego (24 h inkubacja

z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38, SN38+CAPE, powiekszenie 40x).

IV. 3. Badanie poziomu stresu oksydacyjnego

Do oceny poziomu stresu oksydacyjnego w komoérkach linii HCT116, HT29, AGS
i Caco-2 pod wptywem CAPE oraz aktywnosci CAPE w warunkach stresu oksydacyjnego
indukowanego przez 2 mM H;0; zastosowano sonde fluorescencyjng H;DCFDA. Stezenie CAPE
zastosowane w do$wiadczeniach odpowiadato warto$ciom ICsp wyznaczonym w te$cie MTT
dla kazdej badanej linii komoérkowej. Komorki inkubowano ze zwigzkami w uktadach
doswiadczalnych przedstawionych w Tabeli 6 w rozdziale III. 3.3 niniejszej pracy. Kontrole
negatywng stanowity komoérki hodowane bez testowanych zwigzkéw w podtozu hodowlanym.
Fluorescencje mierzono w odstepach 15 minutowych przez 120 min przy dtugosci fali

wzbudzenia 485 nm i emisji 535 nm. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycinie 25 i 26.
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Preinkubacja z CAPE (przed podaniem stresora tj. 2 mM H,0;): preinkubacja CAPE+

inkubacja 2 mM H>0,

Zastosowanie CAPE przed inkubacja komérek z 2 mM H,0, spowodowato zmniejszenie

poziomu reaktywnych form tlenu w poréwnaniu do serii z samym nadtlenkiem wodoru we

wszystkich badanych liniach komérkowych. W przypadku komodrek linii nowotworowych

HT29 i AGS zastosowanie 30 min preinkubacji z CAPE praktycznie zablokowato generowanie

reaktywnych form tlenu przez nadtlenek. Ponadto, w komérkach linii AGS, HT29 i Caco-2

poddanych dziataniu CAPE po 120 min zaobserwowano nizszy poziom reaktywnych form

tlenu niz w przypadku kontroli negatywnej (Rycina 25).
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Rycina 25. Poziom RFT w komdrkach linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) iCaco-2 (D)
generowanych po 30 min preinkubacji z CAPE, a nastepnie inkubacji z 2 mM H;0;

*p < 0,05 w poréownaniu z komérkami kontroli negatywnej

# p < 0,05 w poréwnaniu z komdérkami kontroli pozytywnej tj. 2 mM H:0;
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Preinkubacja z 2 mM H,0; (zastosowanie stresora przed inkubacja z CAPE): preinkubacja

z2 mM H;0:+inkubacja z CAPE

30 min preinkubacja komorek linii HCT116, AGS i Caco-2 z 2 mM H;0, spowodowata
istotny statystycznie wzrost reaktywnych form tlenu w poréwnaniu z kontrolg negatywna.
Zastosowanie CAPE po preinkubacji z 2 mM H;0; zmniejszyto liczbe RFT po 120 min we
wszystkich badanych liniach komoérkowych (Rycina 26). Najsilniejsze wtasciwosci
antyoksydacyjne CAPE po preinkubacji ze stresorem (2mM H;0;) zaobserwowano
w komoérkach HCT116 (Rycina 26A). Nieco nizszy poziom reaktywnych form tlenu
odnotowano w komérkach linii HT29 i AGS w porédwnaniu z kontrolg pozytywna (Rycina 26B
iC).
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Rycina 26. Poziom reaktywnych form tlenu w komdrkach linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C)
i Caco-2 (D). Seria z 30 min preinkubacjq z 2 mM H;0, a nastepnie inkubacja z CAPE
*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolq negatywng

# p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg pozytywnq (2 mM H30;)
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IV. 4. Ocena zdolnosci do indukcji apoptozy

IV. 4.1. Ocena zdolnosci do indukcji apoptozy z wykorzystaniem cytometrii
przeptywowej

Zdolnos¢ badanych zwigzkéw do indukowania apoptozy w komérkach linii HCT116,
HT29, AGS i Caco-2 w zaplanowanych ukltadach dos$wiadczalnych przeprowadzono
z wykorzystaniem cytometru przeplywowego z zastosowaniem jodku propidyny oraz Alexa
fluoru 488 sprzezonego zaneksyna V (Aneksyna-V-Alexa488). Komorki inkubowano
z badanymi zwigzkami przez 24 h, 48 h i 72 h w seriach do$wiadczalnych przedstawionych
w Tabeli 8 w podrozdziale III. 3.5.1 niniejszej pracy. Pomiaréw dokonano na cytometrze
przeptywowym firmy Becton Dickinson z zastosowaniem odpowiednich kontroli opisanych
w podrozdziale IIL. 3.5.1 niniejszej pracy doktorskiej. Otrzymane wyniki przedstawione

zostaty na Rycinach 27-32.

CAPE - 24 h inkubacji

Zastosowanie 24 h inkubacji komérek linii HCT116, HT29, AGS i Caco-2 z CAPE
w stezeniach odpowiadajacym %2ICsg, ICso i 2 x ICs0 nie spowodowato istotnego statystycznie
wzrostu liczby komoérek apoptotycznych w przeprowadzonych seriach do$wiadczalnych

(Rycina 28A-D).

W Tabeli 13 zostaty przedstawione udzialy procentowe komoérek podlegajacych

apoptozie i nekrozie po 24 h inkubacji badanych komoérek z CAPE.
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Rycina 28. Udziat poszczegdlnych frakcji komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2
(D) (komérki zywe, wczeshoapoptotyczne, péZnoapoptotyczne i nekrotyczne) poddanych 24
godzinnej inkubacji z CAPE.

*p<0,05 vs. kontrola negatywna
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Tabela 13. Stopien indukcji (%) apoptozy i nekrozy po 24 h inkubacji komo6rek HCT116, HT29,
AGS i Caco-2 z CAPE (warto$¢ + SEM)

Linia Seria Apoptoza Nekroza
komérkowa doswiadczalna
HCT116 Kontrola 551%+0,39 1,12%0,10
4 uM 3,20%+0,45 1,54%0,29
8 uM 4,55%0,27 1,23%=+0,27
16 uM 6,14%+1,05 1,16%+0,13
HT29 Kontrola 5,54%0,55 1,08%=0,26
12 uM 9,52%+0,69 3,55%*0,14
24 pM 555%+0,52 1,13%=0,35
48 uM 9,19%+1,02 3,11%+0,03
AGS Kontrola 9,17%+0,96  3,20%+0,91
4 uM 6,09%+1,29 0,54%+0,43
8 uM 7,11%+0,89 2,11%=+1,32
16 uM 6,13%+1,38  2,57%=0,65
Caco-2 Kontrola 6,11%+0,92 2,14%+0,38
27,5 uM 3,56%+0,60 0,51%=0,23
55 uM 6,18%+0,76  1,54%=0,26
110 uM 8,59%+2,08 0,56%+0,57

CAPE - 48 h inkubacja

Inkubacja komoérek linii HCT116, HT29 i AGS z CAPE w stezeniu réwnym wyznaczonej
wartosci 2 x ICsp spowodowata istotny statystycznie wzrost liczby komoérek bedacych we
wczesnej fazie apoptozy (Rycina 29A-C). Z kolei, 48 h inkubacja komorek linii Caco-2 z CAPE
we wszystkich zastosowanych stezeniach nie wptyneta w istotny sposéb na indukcje apoptozy,

a tym samym zywotno$¢ komorek (Rycina 29D).

W Tabeli 14 zostaty przedstawione udzialy procentowe komoérek podlegajacych
apoptozie i nekrozie po 48 h inkubacji badanych komoérek z CAPE.
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]
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HT29

mm Kontrola negatywna
12 uM (1/2 1ICxq)
mm 24 M (ICs)
48 uM (2 X ICsp)

Caco-2

mm Kontrola negatywna
27,5 uM (1/2 1ICx0)
mm 55 uM (ICg)
110 uM (2 x IC5p,

Rycina 29. Procentowy udziat poszczegélnych populacji komdrek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS

(C) i Caco-2 (D) (komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, poznoapoptotyczne inekrotyczne)

poddanych 48 godzinnej inkubacji z CAPE.

*p<0,05 vs. kontrola negatywna
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Tabela 14. Stopien indukcji (%) apoptozy i nekrozy po 48 h inkubacji komo6rek HCT116, HT29,
AGS i Caco-2 z CAPE (warto$¢ + SEM)

Linia Seria Apoptoza Nekroza

komoérkowa doswiadczalna

HCT116 Kontrola 8,55%+0,2 3,55%+0,64
4 uM 9,24%+0,46 3,51%=+0,67
8 uM 15,17%+0,29  2,08%=+0,71
16 uM 15,50%+0,58 5,55%=+0,17

HT29 Kontrola 8,52%0,23+ 3,18%=+0,36
12 uM 10,19%+0,36  4,58%=+0,89
24 uM 16,11%+0,30 5,54%=+0,33
48 uM 23,08%+0,85 5,52%+0,91

AGS Kontrola 12,56%+0,28  2,54%+0,15
4 uM 13,75%+0,15 5,75%+2,08
8 uM 17,56%+0,22 6,15%0,24
16 uM 21,22%+0,16  5,11%+0,85

Caco-2 Kontrola 13,10%+0,16 6,53%+0,17
27,5 uM 14,59%+0,19 4,19%=0,07
55 uM 14,11%+0,14 3,51%+0,25
110 uM 18,57%+0,25 3,59%=0,29

CAPE - 72 h inkubacja

72 hinkubacja komérek linii HCT116, HT29, AGS i Caco-2 z CAPE spowodowata dawko-
zalezny spadek zywotno$ci komdrek wszystkich badanych linii (Rycina 30A-D). Istotny wzrost
populacji komoérek nekrotycznych odnotowano jedynie dla komoérek linii AGS po ich inkubacji
z CAPE w najwyzszym z zastosowanych stezen (2 x1Cso) (Rycina 30C). Po 72 h inkubacji
komorek linii HCT116, HT29 oraz AGS z CAPE w najwyzszym stezeniu rownym wartosci
2 x ICso zaobserwowano istotny statystycznie wzrost liczby komérek bedgcych we wczesnej
i pdzniej fazie apoptozy (Rycina 30A i B). Podobny efekt odnotowano w przypadku ekspozycji

komorek linii AGS na dziatanie CAPE w stezeniu rownym wartos$ci ICso (Rycina 30C).
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W Tabeli 15 zostaty przedstawione udzialy procentowe komoérek podlegajacych

apoptozie i nekrozie po 72 h inkubacji badanych komoérek z CAPE.

A HCT116
100 mm Kontrola negatywna
= 80 4M(121Cs) &
X * X
g 60 * mm 8 M (ICsp) g
5 g , i
16 UM (2xIC
g uM (2 x IC50) g
: 40 :
Q 2
S 20 : 8 8
= =

80+

60+

40-

20+

B
100+

*

HT29

mm Kontrola negatywna
12 uM (1/2ICx0)

24 yM (ICs0)

48 uM (2 X ICsp)

C AGS
100 mm Kontrola negatywna
=< go- 4 uM (1/2 [Csp) 3
x * x
[ - T * mm 8 M (|C50) o
g . 161M@xICs) £
o ) o
X 404 ™3
[s] ©
£ cr s g
L 201 x . L
| - T « 7l =l

D
100+
so{N. .
60 b ; |
40
20- :

Caco-2
Kontrola negatywna
27,5 uM (1/2 ICsp)
55 UM (IC50)

110 uM (2 X ICs)

Rycina 30. Procentowy udziat poszczegélnych populacji komdrek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS

(C) i Caco-2 (D) (komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, poznoapoptotyczne inekrotyczne)

poddanych 72 godzinnej inkubacji z CAPE.

*p<0,05 vs. kontrola negatywna
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Tabela 15. Stopien indukcji (%) apoptozy i nekrozy po 72 h inkubacji komo6rek HCT116, HT29,

AGS i Caco-2 z CAPE (warto$¢ + SEM).

Linia Seria Apoptoza Nekroza

komoérkowa doswiadczalna

HCT116 Kontrola 14,16%+0,27  3,77%+0,28
4 uM 18,51%+0,29  5,83%=+0,68
8 uM 31,57%+0,46  11,22%=0,26
16 uM 35,56%+0,22  6,86%0,41

HT29 Kontrola 13,59%+0,17 3,57%+0,64
12 uyM 12,53%+0,20  60,53%+0,18
24 uM 28,52%=* 11,15%=0,44
48 uM 40,87%+0,23  4,54%+0,11

AGS Kontrola 16,79%+0,27  4,92%=0,37
4 uM 25,56%+0,27  8,52%0,29
8 uM 39,14%+0,24  6,54%=0,54
16 uM 38,97%+0,20  15,57%=+0,12

Caco-2 Kontrola 12,59%+0,24  3,53%+0,14
27,5 uM 22,56%+0,26  11,13%=0,24
55 uM 37,84%+0,15  3,87%=0,15
110 uM 32,16%+0,21  10,53%=1,84

CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE - 24 h inkubacja

Po 24 h inkubacji komoreklinii HCT116, HT29, AGS i Caco-2 z samym CPT-11 oraz CPT-

11+CAPE i samym SN38 oraz SN38+CAPE nie odnotowano istotnego wzrostu liczby komoérek

apoptotycznych (Rycina 31A-D). Nieznaczny spadek liczby zywych komérek HCT116, HT29

oraz Caco-2 zaobserwowano w serii doswiadczalnej, w ktorej zastosowano sam SN38 (Rycina
31A i B) oraz SN38 w obecnosci CAPE (SN38+CAPE) (Rycina 31D). Dodatkowo, podobny
spadek zywotnosci komoérek HT29 odnotowano dla serii z CPT-11+CAPE (Rycina 31B).

W Tabeli 16 zostaty przedstawione udzialy procentowe komoérek podlegajacych
apoptozie i nekrozie po 24 h inkubacji badanych komoérek z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38,

SN38+CAPE.
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HT29

Kontrola negatywna

1 CPT-11

CPT-11+CAPE
SN38
SN38+CAPE

Caco-2

Kontrola negatywna
CPT-11
CPT-11+CAPE
SN38

SN38+CAPE

Rycina 31. Procentowy udziat poszczegélnych populacji komdrek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS

(C) i Caco-2 (D) (komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, pdznoapoptotyczne inekrotyczne)

poddanych 24 godzinnej inkubacji z CPT-11, CAPE+CPT-11, SN38 i CAPE+SN38 w stezeniach

réwnych wartosciom ICsy wyznaczonych dla poszczegdlnych linii komdrkowych.*p<0,05 vs.

kontrola negatywna
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Tabela 16. Stopien indukcji (%) apoptozy i nekrozy po 24 h inkubacji komo6rek HCT116, HT29,
AGS i Caco-2 z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE (warto$¢ =+ SEM).

Linia komdorkowa Seria do$swiadczalna Apoptoza Nekroza
HCT116 Kontrola negatywna 5,51%=0,09 1,54%+0,12
CPT-11 8,85%+0,13  0,57%=0,14
CPT-11+CAPE 6,15%+0,16  2,77%=0,20
SN38 8,54%+0,10  3,20%=0,02
SN38+CAPE 9,20%+0,15  2,52%0,22
HT29 Kontrola negatywna 5,52%+0,16  0,51%+0,12
CPT-11 550%+0,15  1,97%=+0,19
CPT-11+CAPE 7,87%+0,13  2,18%+0,03
SN38 10,51%+0,11 0,55%+0,13
SN38+CAPE 7,89%+0,16  1,54%+0,14
AGS Kontrola negatywna 9,18%+0,18  1,59%=+0,21
CPT-11 8,55%+0,20  0,96%+0,04
CPT-11+CAPE 9,52%+0,06  1,54%0,11
SN38 10,17%+0,12 0,58%=0,10
SN38+CAPE 9,51%+0,19  3,14%=0,17
Caco-2 Kontrola negatywna 4,79%+0,20  1,59%=+0,13

CPT-11

10,16%=+0,12

0,53%+0,11

CPT-11+CAPE

7,50%+0,20

2,56%+0,12

SN38

7,84%+0,11

2,52%=+0,11

SN38+CAPE

5,51%+0,16

2,53%=+0,13

CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE - 48 h inkubacja

Pod wplywem 48 h inkubacji badanych linii komoérkowych z CPT-11, CPT-11+CAPE

oraz SN38 i SN38+CAPE zaobserwowano istotny statystycznie spadek zywotnosci komdrek

w poréwnaniu z kontrolg negatywng (Rycina 32A-C). Wyjatek stanowity komorki linii Caco-2,

dla ktorych nie odnotowano spadku zywotnos$ci komorek, jak rowniez wzrostu liczby komorek

bedacych we wczesnej lub pdznej fazie apoptozy (Rycina 32D). Po 48 h inkubacji komoérek linii

HCT116, HT29 i AGS zbadanymi zwigzkami i ich kombinacja zaobserwowano istotny

statystycznie procentowy wzrost frakcji komoérek wczesno-apoptotycznych w poréwnaniu

z kontrolg negatywna (Rycina 32A-C). Nie odnotowano réznic pomiedzy seriami, w ktorych

komorki inkubowane byty jednoczesnie z CPT-11+CAPE lub SN38+CAPE, a seriami, w ktorych
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badane komoérki eksponowane byty wytacznie na dziatanie CPT-11 lub jego metabolitu SN38
(Rycina 32A-C).

W Tabeli 17 zostaly przedstawione udziaty procentowe komoérek podlegajacych
apoptozie i nekrozie po 48 h inkubacji badanych komérek z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38,
SN38+CAPE.

A HCT116 B HT29
100+ 100 -
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X . X % &
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o
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100+ 100-
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o ~
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X
o == CPT-11+CAPE ® m= CPT-11+CAPE
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Rycina 32. Procentowy udziat poszczegélnych populacji komorek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS
(C) i Caco-2 (D) (komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, péznoapoptotyczne inekrotyczne)
poddanych 48 godzinnej inkubacji z CPT-11, CAPE+CPT-11, SN38 i CAPE+SN38 w stezeniach

réwnych wartosciom ICsp wyznaczonych dla poszczegdlnych linii komoérkowych.*p<0,05 vs.

kontrola negatywna

84



Wyniki

Tabela 17. Stopien indukcji (%) apoptozy i nekrozy po 48 h inkubacji komo6rek HCT116, HT29,
AGS i Caco-2 z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE (warto$¢ =+ SEM).

Linia komdorkowa Seria do$wiadczalna  Apoptoza Nekroza
HCT116 Kontrola negatywna 8,58%=0,09 3,55%+0,34
CPT-11 21,56%+0,24 7,82%+0,27
CPT-11+CAPE 22,87%+0,86 3,54%=0,33
SN38 22,54%+0,37 9,13%=+0,26
SN38+CAPE 24,05%+0,16  6,74%=+0,36
HT29 Kontrola negatywna 10,19%+0,18 1,53%=0,16
CPT-11 24,53%+0,34 5,15%=0,20
CPT-11+CAPE 25,52%+0,17 9,19%=0,36
SN38 26,59%+0,19 7,73%=0,19
SN38+CAPE 28,79%+0,14 10,53%=0,11
AGS Kontrola negatywna 15,14%+0,20 5,20%=0,23
CPT-11 26,51%+0,19 5,11%=+0,18
CPT-11+CAPE 24,54%+0,17 6,89%=+0,17
SN38 26,58%+0,18 8,53%=+0,16
SN38+CAPE 24,55%+0,16  9,54%=0,15
Caco-2 Kontrola negatywna 7,82%=0,14 1,59%+0,13
CPT-11 8,52%+0,15 3,53%+0,11

CPT-11+CAPE

11,54%=0,20

3,51%=0,14

SN38

12,57%%+0,21

3,57%=0,12

SN38+CAPE

16,92%+0,21

3,55%0,14

CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE - 72 h inkubacja

72 h inkubacja komoérek linii HCT116, HT29 1 AGS z CPT-11, CPT-11+CAPE oraz z SN38

i SN38+CAPE spowodowata spadek ich zywotnosci (Rycina 33A-C). Jednoczes$nie odnotowano

procentowy wzrost populacji komoérek bedacych we wczesnej i pdznej fazie apoptozy oraz

frakcji komoérek nekrotycznych w poréwnaniu z kontrolg negatywng (Rycina 33A-C). Ponadto

zaobserwowano istotny spadek liczby komdrek HT29 bedacej w fazie p6Znej apoptozy po ich

jednoczesnej inkubacji z SN38+CAPE w pordwnaniu z serig z samym SN38 (Rycina 33B).

Podobne wyniki otrzymano dla komoérek AGS, w odniesieniu do serii z jednoczesna inkubacja
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CPT-11+CAPE w poréwnaniu z samym CPT-11. W komoérkach linii AGS zaobserwowano takze
procentowy wzrost frakcji komérek nekrotycznych w wyniku ich inkubacji z CPT-11+CAPE lub
SN38+CAPE w poréwnaniu do serii z samym lekiem/metabolitem (Rycina 33C). W przypadku
komorek Caco-2 nie zaobserwowano indukcji apoptozy pod wplywem testowanych
zwigzkow /uktadéw doswiadczalnych. Jednakze, zaobserwowano spadek zywotnos$ci komoérek
Caco-2 spowodowany dziataniem SN38 i SN38+CAPE, co przetozyto sie na wzrost populacji

komorek nekrotycznych w poréwnaniu do kontroli negatywnej (Rycina 33D).

W Tabeli 18 zostaty przedstawione udzialy procentowe komoérek podlegajacych
apoptozie i nekrozie po 72 h inkubacji badanych komoérek z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38,
SN38+CAPE.
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Rycina 33. Procentowy udziat poszczegéblnych populacji komdrek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS
(C) i Caco-2 (D) (komorki zywe, wczesnoapoptotyczne, péznoapoptotyczne i nekrotyczne)
poddanych 72 godzinnej inkubacji z CPT-11, CAPE+CPT-11, SN38 i CAPE+SN38 w stezeniach
réwnych wartosciom ICsy wyznaczonych dla poszczegdlnych linii komorkowych.*p<0,05 vs.

kontrola negatywna; #p < 0,05 vs. CPT-11 lub SN38
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Tabela 18. Stopien indukcji (%) apoptozy i nekrozy po 72 h inkubacji komo6rek HCT116, HT29,
AGS i Caco-2 z CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE (warto$¢ =+ SEM).

Linia komdrkowa Seria doswiadczalna Apoptoza Nekroza
HCT116 Kontrola negatywna 11,18%+0,17 4,50%+0,23
CPT-11 39,54%+0,31 9,54%=0,13
CPT-11+CAPE 36,78%+0,22 13,07%=0,19
SN38 37,79%+0,16  15,54%+0,15
SN38+CAPE 34,18%+0,20 16,52%+0,14
HT29 Kontrola negatywna 8,53%+0,07 3,56%%0,26
CPT-11 36,57%+0,19 11,13%+0,41
CPT-11+CAPE 33,15%+0,23 16,54%=+0,37
SN38 47,13%+0,31 13,57%=0,17
SN38+CAPE 34,19%+0,10 1,88%=0,23
AGS Kontrola negatywna 17,81%+0,22 6,54%+0,13
CPT-11 46,21%+0,25 7,07%=0,19
CPT-11+CAPE 31,18%+0,20 22,11%=0,28
SN38 40,59%+0,22 12,53%=0,29
SN38+CAPE 32,17%+0,16  23,03%=+0,30
Caco-2 Kontrola negatywna 11,19%+0,16 4,16%+0,23

CPT-11

11,22%0,15

5,55%+0,11

CPT-11+CAPE

11,79%=+0,21

4,58%+0,13

SN38

17,54%=0,24

13,20%=0,26

SN38+CAPE

14,07%=0,22

11,09%+0,34

IV. 4.2. Ocena aktywnoSci kaspaz 3 /7 przy uzyciu zestawu analitycznego ApoTox-Glo ™

Triplex Assay

Wiasciwosci proapoptotyczne CAPE, w zastosowanych uktadach do$wiadczalnych,

zostaty ocenione przy uzyciu multipleksowego systemu analitycznego ApoTox-Glo ™ Triplex

Assay poprzez pomiar aktywnosci kaspaz 3/7 w komdrkach linii HCT116, HT29, AGS i Caco-2.

Komérki inkubowano z badanymi zwigzkami przez 24 h, 48 h i 72 h w uktadach badawczych

przedstawionych w Tabeli 8 w rozdziale IIl. 3.5.1. Pomiar6w dokonano przy uzyciu
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wielofunkcyjnego czytnika mikroptytek SpectraMax i3 Mulit-Mode Microplate Detection

Platform (Molecular Devices). Otrzymane wyniki zostaty przedstawione na Rycinach 34-35.

CPT-11+ CAPE oraz SN38+CAPE

24 h inkubacja

24 h inkubacja z: CAPE, CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE nie wptyneta na
aktywnos$¢ proteolityczng w komoérkach HCT116, HT29, AGS i Caco-2 wzgledem komorek
kontroli negatywnej. Jednocze$nie w komoérkach linii AGS i HCT116 zaobserwowano istotny
statystycznie wzrost aktywnosci kaspaz 3/7 we wszystkich badanych seriach
dos$wiadczalnych w poréwnaniu z kontrolg negatywna. Jedynie w przypadku linii HT29 nie
zaobserwowano ww. efektu. Nie odnotowano istotnych statystycznie réznic pomiedzy seria
komorek traktowanych wytacznie lekiem/metabolitem, a serig w ktérej jednocze$nie z CPT-
11 i SN38 zastosowano CAPE (Rycina 34).
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Zywotnos¢/Cytotoksycznosé Aktywnos¢ kaspazy 3/7
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Rycina 34. Poziom zywotnosci, cytotoksycznosci (panel lewy A-D) i aktywnosci kaspaz 3/7
(panel prawy A1-D1) po 24 h inkubacji komérek linii HCT116 (A-A1), HT29 (B-B1), AGS (C-C1) i
Caco-2 (D-D1) z CAPE, CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE (Srednia * S.E.M).

*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywng;

# p < 0,05 w poréwnaniu komdrkami inkubowanymi z samym CPT-11 lub SN38

RFU - wzgledne jednostki fluorescencji; RLU - wzgledne jednostki luminescencji
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CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE

48 h inkubacja

Po 48 h inkubacji z CAPE, CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE w komoérkach linii
HCT116, HT29 i AGS zaobserwowano wzrost aktywno$ci kaspaz 3/7 przy jednoczesnym
spadku zywotno$ci komoérek i wzrostem aktywnosci cytotoksycznej badanych zwigzkow
w poréwnaniu z kontrolg negatywng (Rycina 35A-D). W komoérkach linii HCT116
zaobserwowano wptyw CAPE (seria doSwiadczalna SN38+CAPE) na zmniejszenie efektu
cytotoksycznego SN38 w poréwnaniu do serii z samym SN38 (Rycina 35A). Najbardziej
wrazliwe na dziatanie testowanych zwigzkéw okazaty sie by¢ komorki linii AGS, w ktérych
odnotowano najwyzszy wzrost aktywnos$ci kaspaz 3/7. Jednoczesnie w komdrkach tej linii
zaobserwowano, ze zastosowanie CAPE razem z lekiem/metabolitem istotnie wplywa na
zmniejszenie aktywnosci kaspaz 3/7 oraz na aktywno$¢ cytotoksyczng w poréwnaniu do serii
z samym CPT-11 lub SN38 (Rycina 35C i C1). Najmniej wrazliwe na dzialanie testowanych
zwigzkoéw okazaly sie by¢ komoérki Caco-2, gdzie nie odnotowano wzrostu aktywnos$ci
cytotoksycznej w poréwnaniu do komérek kontroli negatywnej (Rycina 35D). Po zastosowaniu
SN38 i SN38+CAPE zaobserwowano wzrost aktywnos$ci kaspaz 3/7 w stosunku do kontroli

negatywnej (Rycina 35D1).
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Rycina 35. Poziom zywotnosci, cytotoksycznosci (panel lewy A-D) i aktywnosci kaspaz 3/7
(panel prawy A1-D1) po 48 h inkubacji komdrek linii HCT116 (A-A1), HT29 (B-B1), AGS (C-C1)
i Caco-2 (D-D1) z CAPE, CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE (srednia + S.E.M).

*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywng;

# p < 0,05 w poréwnaniu z komdérkami inkubowanymi z samym CPT-11 lub SN38

RFU - wzgledne jednostki fluorescencji; RLU - wzgledne jednostki luminescencji
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CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE

72 h inkubacja

Najmniej wrazliwe na 72 godzinne dziatanie testowanych zwigzkéw okazaty sie by¢
komoérki Caco-2, gdzie zaobserwowano wzrost zywotnosci komoérek po jednoczesnej inkubaciji
SN38+CAPE w stosunku do samego SN38 (Rycina 36C). Po 72 h inkubacji komoérek z CAPE,
CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE odnotowano istotny statystycznie spadek
zywotnos$ci komérek HCT116, HT29 i AGS oraz wzrost aktywnoSci cytotoksycznej badanych
zwigzkow i uktadéw doswiadczalnych w poréwnaniu z kontrolg negatywna (Rycina 36A-C).
Zkolei, po 72 h inkubacji komérek linii HCT116 i AGS zaobserwowano zmniejszenie
aktywnosci kaspaz 3 /7 w seriach do$wiadczalnych CPT-11+CAPE i SN38+CAPE w poréwnaniu

do serii z samym lekiem/metabolitem (Rycina 36A1i C1).
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Zywotnos$é/Cytotoksycznosé

Wyniki

Aktywnos¢ kaspaz 3/7
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Rycina 36. Poziom zywotnosci, cytotoksycznosci (panel lewy A-D) i aktywnosci kaspaz 3/7
(panel prawyA1-D1) po 72h inkubacji komorek linii HCT116 (A-A1), HT29 (B-B1), AGS (C-C1)
i Caco-2 (D-D1)) z CAPE, CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE (sSrednia + S.E.M).

*p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywng;

# p < 0,05 w poréwnaniu z komdrkami inkubowanymi z samym CPT-11 lub SN38

RFU - wzgledne jednostki fluorescencji; RLU - wzgledne jednostki luminescencji
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IV. 5. Analiza przebiegu cyklu komorkowego i jego poszczegdlnych faz

Analize cyklu komorkowego z wykorzystaniem cytometru przeptywowego
przeprowadzono przy uzyciu jodku propidyny (PI). Komérki linii AGS, HCT116, HT29 i Caco-2
inkubowano z testowanymi zwigzkami przez 24 h, 48 h i 72 h. Pomiary wykonywano na

cytometrze przeptywowym Becton Dickinson LSR II. Do analizy wynikéw wykorzystano

oprogramowanie Flow Jo 7.5.5.

CAPE - 24 h inkubacja

24 h inkubacja z CAPE nie wykazata, Zzadnych istotnych statystycznie zmian
w przebiegu cyklu komoérkowego i jego poszczegdlnych faz w komdrkach linii HCT116, AGS

i Caco-2 w poréwnaniu do komoérek kontroli negatywnej (Rycina 374, Ci D).
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Rycina 37. Procentowy rozktad komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)
w poszczegdlnych fazach cyklu komorkowego inkubowanych przez 24 h z CAPE w stezeniu
réownym wartosciom %ICsq, ICso, 2 x ICso (Srednia + S.E.M). *p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg

negatywngq
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CAPE - 48 h inkubacja

Wyniki 48 h inkubacji komorek linii HCT116 z 8 uM i 16 uM CAPE wykazaly istotny
statystycznie wzrost liczby komérek znajdujacych sie w fazie G0/G1, oraz zmniejszenie sie
liczby komérek w fazie S w stosunku do kontroli negatywnej (Rycina 38A). Podobna zaleznos$¢
zaobserwowano w komoérkach linii AGS inkubowanych z 4 uM CAPE. Z kolei, wyzsze stezenia
CAPE (8 uM i 16 uM) spowodowaty, dodatkowo, zmniejszenie sie liczby komoérek bedacych
w fazie G2/M (Rycina 38C). W przypadku komoérek linii HT29 dopiero najwyzsze
z zastosowanych stezen CAPE (48 uM) spowodowato istotny wzrost liczby komorek w fazie
G0/G1 (Rycina 38B). Natomiast, w komérkach linii Caco-2, nie zaobserwowano zadnych zmian

w przebiegu cyklu komérkowego oraz jego poszczeg6lnych faz w poréwnaniu do komoérek

kontroli negatywnej (Rycina 38D).
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Rycina 38. Procentowy rozktad komdérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)
w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego inkubowanych przez 48 h z CAPE w stezeniu
réwnym wartosciom %ICsq, ICsg, 2 x ICsp (Srednia + S.E.M). *p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg

negatywngq
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CAPE - 72 h inkubacja

Wyniki

72 h inkubacja komoérek linii HCT116, HT29 i AGS z CAPE spowodowata, istotny

statystycznie, wzrost liczby komdrek bedacych w fazie GO/G1. Jednoczes$nie, odnotowano

zmniejszenie liczby komérek bedacych w fazie S i G2/M (Rycina 39A-C). W komérkach linii

Caco-2 nie zaobserwowano zmian w przebiegu cyklu komérkowego w poréwnaniu do kontroli

negatywnej (Rycina 39D).
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Rycina 39. Procentowy rozktad komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)

w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego inkubowanych przez 72 h z CAPE w stezeniu

réwnym wartosciom %ICsq, ICsg, 2 x ICsp (Srednia + S.E.M). *p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg

negatywnq
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CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE - 24 h inkubacja

24 h inkubacja z: CPT-11, CPT-11+CAPE, SN38 i SN38+CAPE nie wptyneta na zmiany
w cyklu komérkowym komoérek linii HCT116, HT29, AGS i Caco-2 wzgledem Kkontroli
negatywnej (Rycina 40A-D)
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Rycina 40. Procentowy rozktad komérek linii HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D)
w poszczegdlnych fazach cyklu komérkowego inkubowanych przez 24 h z CPT-11, CPT-11+CAPE,
SN38, SN38+CAPE (Srednia + S.E.M).* p < 0,05 w poréwnaniu z kontrolg negatywnq
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CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE - 48 h inkubacja

48 h inkubacja komorek linii HCT116 oraz AGS z CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE
spowodowata istotny statystycznie wzrost liczby komérek bedacych w fazie GO/G1
w poréwnaniu do serii odpowiednio z samym CPT-11 oraz SN38. W przypadku komérek linii

HT29 i Caco-2 nie zaobserwowano takiego efektu (Rycina 41A-D).
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Rycina 41. Procentowy rozktad poszczegdlnych faz cyklu komdérkowego w komdrkach linii
HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D) inkubowanych przez 48 h z CPT-11, CPT11+CAPE,
SN38, SN38+CAPE (Srednia * S.E.M).

# p < 0,05 w poréwnaniu z komdrkami inkubowanymi z samym CPT-11 lub SN38 (kontrola
pozytywna)
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CPT-11+CAPE oraz SN38+CAPE - 72 h inkubacja

Analiza faz cyklu komérkowego po 72 h inkubacji z CPT-11+CAPE i SN38+CAPE
komorek linii HCT116, AGS oraz Caco-2 wykazata istotny statystycznie wzrost liczby komoérek
w fazie GO/G1 w poréwnaniu do serii z odpowiednio samym CPT-11 oraz SN38. Jednoczes$nie
w komorkach tych zaobserwowano zmniejszenie sie liczby komoérek bedacych w fazach S oraz
G2/M (Rycina 424, C, D). W przypadku komoérek HT29 nie zaobserwowano podobnych zmian

w analizie cyklu komérkowego (Rycina 42B).
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Rycina 42. Procentowy rozktad poszczegélnych faz cyklu komdrkowego w komdrkach linii
HCT116 (A), HT29 (B), AGS (C) i Caco-2 (D) inkubowanych przez 72 h z CPT-11, CPT11+CAPE,
SN38, SN38+CAPE (Srednia * S.E.M).

# p < 0,05 w poréownaniu z komérkami inkubowanymi z samym CPT-11 lub SN38 (kontrola
pozytywna)
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V. DYSKUSJA

Nowotwory zto$liwe stanowig powazny problem zdrowia publicznego na $wiecie. Wedtug
raportébw Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) choroby nowotworowe stanowia druga
przyczyne $mierci wsrod ludzi (Siegel i wsp., 2019). Do najcze$ciej diagnozowanych nowotworéw
ztosliwych na §wiecie nalezg: rak ptuca, rak piersi oraz rak jelita grubego. Natomiast, najczestsza
przyczyna zgonow stanowig rak ptuca, rak watroby i rak Zotadka (Lewandowska i wsp., 2019).
Rozw6j nowotworu ztosliwego zwigzany jest zaré6wno z czynnikami $rodowiskowymi i stylem
zycia, jak rowniez z czynnikami genetycznymi i epigenetycznymi. Transformacja nowotworowa
to wieloetapowy proces, polegajacy na przeksztatceniu sie komérki prawidtowej w komoérke
nowotworowg. Poprzez proces metastazy komorki nowotworowe mogg przemieszczac sie z ich
pierwotnego miejsca i osadzac sie w otaczajacych lub odleglych tkankach, odpowiednio, przez
macierz pozakomoérkowa (ECM) lub strumien krwi/chtonki. Jest to zlozone, wieloetapowe
zjawisko, polegajace na wzajemnym oddzialywaniu kilku czynnikéw, ktére umozliwiaja
komérkom nowotworowym nabycie inwazyjnosci i wprowadzenie ich do uktadu krazenia,
przetrwanie w krwiobiegu lub limfie, utworzenie mikrowaskulatury i ekstrawazy celem
zaindukowania masy nowotworowej w odleglych organach. Wymienione etapy obejmuja
aktywacje kilku procesé6w na poziomie komérkowym, w tym przej$cie fenotypu epitelialnego
w mezenchymalny (tranzycja EMT), ruchliwo$¢, adhezje i inwazyjnosé, ktore sa regulowane przez
aktywacje onkogenéw, proteaz i innych sktadnikéw $rodowiska nowotworowego oraz
inaktywacje biatek bedacych inhibitorami nowotworéw i czynnikéw posredniczacych
w apoptozie (Lamouille i wsp., 2014). Leki onkoterapeutyczne sg najczesciej ukierunkowane na
pronowotworowe szlaki sygnalizacyjne. Wiekszo$¢ dostepnych chemioterapeutykéw oddziatuje
takze na prawidlowe komoérki organizmu, powodujac niepozadane skutki uboczne, w tym niska
odpowiedZ immunologiczng, wypadanie wtoséw, zmeczenie, mdiosci, biegunki i zaburzenia
réwnowagi hormonalnej. Ponadto, wiekszos¢ lekéw przeciwnowotworowych wykazuje niska
skutecznos¢ w przypadku przerzutowych komoérek nowotworowych, co prowadzi do
niepowodzenia leczenia lub nawrotu choroby. Chemo- i radiooporno$¢ komérek nowotworowych
oraz niespecyficzna toksycznos¢ lekow chemicznych wobec prawidtowych komérek sg gtéwnymi
przeszkodami w skutecznym leczeniu nowotworéw. Z kolei, naturalne substancje chemiczne ze
wzgledu na swoje bezpieczenstwo, dostepno$¢ i aspekty ekonomiczne, stajg sie coraz bardziej
popularne w badaniach majgcych na celu zrozumienie ich dziatan profilaktycznych
i wspomagajacych leczenie.

Testy zywotnosci komorek i cytotoksycznosci stuzg do analizy morfologicznych lub
metabolicznych zmian komdérek zywych lub martwych. Badania Zywotno$ci opierajg sie gléwnie

na pomiarze fizjologicznych lub biochemicznych markeréw wskazujacych na zachowanie
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integralnosci btony, np. mogg wykrywacé biatka cytozolowe, ktére nie powinny by¢ uwalniane
przez komdrke, chyba, Ze komdrka utracita integralno$¢ btony. W niniejszej pracy do oceny
zywotnosSci komérek pod wptywem testowanych uktadéw zwigzkéw wykorzystano test MTT.
Metoda ta opiera sie na pomiarze aktywnos$ci mitochondrialnej dehydrogenazy bursztynianowe;j
w komorkach aktywnych metabolicznie, ktorych ciagtos¢ btony jest zachowana. W $cisle
okreslonych warunkach aktywno$¢ metaboliczna komorek, jest wprost proporcjonalna do liczby
zywych komoérek. Uzyskane wyniki badan wskazujg, Ze dodanie CAPE do medium hodowlanego
skutkuje zahamowaniem aktywno$ci metabolicznej komérek nowotworowych. CAPE
charakteryzowat sie wysoka aktywnos$cig cytotoksyczng w stosunku do linii AGS oraz HCT116,
dla ktorych warto$¢ ICsp wynosita 8 pM. Nieco nizszg aktywno$¢ cytotoksyczng CAPE
zaobserwowano w przypadku linii HT29, dla ktérej wyznaczona warto$¢ ICsp to 24 pM. Podobny
zakres dawek cytotoksycznych CAPE potwierdzajg badania uzyskane w licznych eksperymentach
dotyczacych dziatania estru fenyloetylowego kwasu kawowego na komdrki réznych linii
nowotworowych m. in.: ptuc, jelita, trzustki oraz glejaka (Chen i wsp., 2004; Kuo i wsp., 2006;
Xiangiwsp., 2006; Chen i wsp., 2008; Choi i wsp., 2010; Chiang i wsp., 2014). PowyzZsze informacje
wskazujg, ze dziatanie cytotoksyczne CAPE ma charakter uniwersalny, a nie jest specyficzny tylko
dla niektérych typow komorek linii nowotworowych. Otrzymane w niniejszej pracy wyniki
dotyczace cytotoksycznosci CPT-11 oraz SN38, rowniez znajdujg potwierdzenie w doniesieniach
publikacyjnych innych autoréw (Dell'Erba i wsp., 2005, Chen i wsp., 2018).

Nowoczesna onkologia dysponuje szerokim wachlarzem chemioterapeutykéow
stosowanych Klinicznie. Nadrzednym celem w poszukiwaniach efektywnych zwigzkéw
o potencjale przeciwnowotworowym jest opracowanie takich zwigzkéw chemicznych, ktore beda
eliminowa¢ nieprawidtowe komorki, nie wywierajac niszczacego dziatania na komorki
prawidlowe. W przeprowadzonych badaniach wykazano, ze komoérki Caco-2 stanowigce linie
referencyjng komoérek prawidtowych byty najmniej wrazliwe na cytotoksyczng aktywnos¢ CAPE.
Komorki Caco-2, oprécz wielu podobienstw morfologicznych i biochemicznych do prawidtowych
enterocytow, wykazujg podobnie jak one, aktywno$¢ glikoproteiny P-gp, co moze prowadzi¢ do
zmniejszenia stezenia substancji leczniczej w komoérkach na skutek dziatania ww. biatka
transportowego. Uzyskane w pracy wyniki dotyczace cytotoksycznosci CAPE wydaja sie
potwierdza¢ ww. zalezno$¢. Z kolei, preferencyjny, cytotoksyczny charakter CAPE, tylko
w stosunku do komoérek nowotworowych wykazali Grunberger i wsp., ktérzy zaobserwowali, ze
linie komoérek nowotworowych (raka piersi oraz czerniaka) wykazywaty znacznie wyzsza
wrazliwo$¢ na dziatanie CAPE niz linie komoérek prawidtowych (Grunberger i wsp., 1988).
Podobne wyniki otrzymali Saarem i wsp., ktérzy badali antynowotworowy potencjat CAPE
w stosunku do komoérek nowotworowych jamy ustnej. Wykazali, Zze zar6wno, zywotno$¢, jak

i zdolnos¢ do proliferacji komérek nowotworowych jamy ustnej, zostaty istotnie zmniejszone
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i zahamowane pod wptywem dziatania CAPE. Natomiast, w prawidtowych komoérkach HGF-1 nie
zaobserwowano ww. efektéw spowodowanych dziataniem CAPE (Saarem i wsp., 2019).
Cytotoksycznos$¢ CAPE oceniano takze w komérkach niedrobnokomérkowego raka ptuc (A549)
oraz prawidtowych fibroblastach ptuc (WI-38). Komérki A549 eksponowane na dziatanie CAPE
wykazywaty wyraZzne zahamowanie tempa proliferacji (60%) po 48 h inkubacji. W tym samym
czasie liczba zywych komoérek zmniejszyta sie do 46% wartosci kontrolnej. Natomiast, komorki
WI-38, w tych samych warunkach doswiadczalnych, wykazywaty 20% zahamowanie tempa
proliferacji, bez zmiany liczby komérek zywych (Chen i wsp., 2004). Komérki nowotworowe
charakteryzuje wysokie, nieograniczone tempo proliferacji, przez co sa bardziej podatne na
dzialanie lekdw niz komorki prawidlowe. Wymagang do przemian metabolicznych energie
pozyskuja w wyniku rozpadu wysokoenergetycznych wigzan ATP, ktérego Zrodtem jest glikoliza
i w mniejszym stopniu cykl Krebsa. Wysoka aktywnos$é¢ procesu glikolizy w komdrkach
nowotworowych zwigzana jest z faktem bardzo wydajnego pobierania przez nie glukozy (Chen
iwsp., 2016). Wykazano, ze CAPE znaczaco obniza stezenie glukozy poprzez indukowanie
ekspresji mRNA glukokinazy i kinazy pirogronianowej, hamujac jednoczes$nie ekspresje
karboksylazy fosfoenolopirogronianowej (Lee i wsp., 2008; Celik i wsp., 2009).

Koinkubacja CAPE z irinotekanem (CPT-11) lub jego metabolitem (SN38) nie wptywata na
zmiany wartos$ci ICso wyznaczone dla linii komérek nowotworowych przewodu pokarmowego
poddanych dziataniu samego CPT-11 lub SN38. Wyniki otrzymane po zastosowaniu stezen
powyzej warto$ci ICso dla CPT-11 i serii doswiadczalnych CPT-11+CAPE, wskazuja na
zmniejszenie potencjatu cytotoksycznego leku (CPT-11) wzgledem komoérek linii HCT116, AGS
oraz Caco-2. Natomiast, w przypadku komorek linii HT29 symultaniczna inkubacja komoérek
z CPT-11 i CAPE spowodowata zwiekszenie efektu cytotoksycznego irinotekanu. Poré6wnywalne
wyniki zostaty otrzymane dla serii doSwiadczalnej SN38+CAPE, w ktorej badany ester nieznacznie
zmniejszyt cytotoksyczny efekt dziatania SN38 w komoérkach linii HT29 oraz HCT116. Natomiast,
w komdrkach linii AGS zastosowanie CAPE razem z SN38 nie spowodowato zmian aktywnos$ci
cytotoksycznej metabolitu. Uzyskane w niniejszej pracy wyniki wykazaty, ze CAPE dziata
antagonistycznie wzgledem potencjatu cytotoksycznego irinotekanu i SN38. Podobne badania
zostaly przeprowadzone przez Lin i wsp., ktérzy testowali modulatorowy efekt CAPE wzgledem
chemioterapeutycznej aktywno$ci etopozydu, paklitakselu, winblastyny, mitoksantronu
i estramustyny (Lin i wsp., 2012). W komdrkach nowotworu prostaty (PC-3), CAPE wykazywat
antagonistyczny efekt w stosunku do antyproliferacyjnego dziatania etopozydu i mitoksantronu,
natomiast jego wplyw na aktywnos$¢ pozostatych lekéw byt synergistyczny. Z kolei, Tolba i wsp.,
wykazali synergistyczne dziatanie CAPE wzgledem chemioterapeutycznej aktywnos$ci
paklitakselu oraz docetakselu w komdrkach nowotworu prostaty (PC-3) (Tolba i wsp., 2013)

Opisane wyzej roznice moga by¢ spowodowane odmiennymi mechanizmami aktywnosci
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przeciwnowotworowej badanych lekéw oraz ich interakcji z CAPE. Cecha wspdlng lekéw
w stosunku do ktérych CAPE wykazuje aktywno$¢ antagonistyczng, czyli etopozydu,
mitoksantronu, CPT-11 iSN38, jest oddzialywanie na topoizomeraze, I lub II. Jednak
potwierdzenie tej hipotezy wymaga dalszych szczegétowych badan.

Badania przeprowadzone w prezentowanej pracy wykazaty, Zze w seriach
doswiadczalnych, w ktérych zastosowano réwnoczesng inkubacje CPT-11+CAPE lub SN38+CAPE
w komorkach Caco-2, nastgpito zmniejszenie cytotoksyczno$ci indukowanej przez irinotekan
oraz jego metabolit. Podobng zalezno$¢ odnotowali takze Fadillioglu i wsp., ktérzy zastosowali
CAPE celem zmniejszenia kardiotoksyczno$ci wywotanej doksorubicyna u szczuréw (Fadillioglu
i wsp, 2004). Réwniez Zhang i wsp., zaobserwowali ochronny wplywu CAPE na
kardiotoksycznos¢ wywotang przez doksorubicyne i jej dziatanie przeciwnowotworowe,
wykazujac, ze CAPE znacznie zlagodzit toksyczno$¢ indukowang przez doksorubicyne
w komdrkach H9c2 i w modelu mysim (Zhang i wsp., 2022). Z kolei, Ozen i wsp. wykazali, ze
zastosowanie CAPE pozwala chronié¢ nerki przed toksyczno$cig wywotang cisplatyng (Ozen i wsp.,
2004). Roéwniez, Kizilay i wsp. wykazali, Ze podawanie CAPE podczas leczenia cisplatyng
zapobiega pogorszeniu sie stuchu u szczuréw (Kizilay i wsp., 2004).

Wyniki przeprowadzonego testu kometowego wykazaty, ze CAPE charakteryzuje sie
istotng statystycznie aktywno$cia genotoksyczng w stosunku do komoérek nowotworowych
przewodu pokarmowego wykorzystanych w poszczegélnych seriach eksperymentalnych (AGS,
HCT116, HT29 oraz Caco-2). Uzyskane w pracy wyniki znajduja potwierdzenie
w dos$wiadczeniach Watabe i wsp., ktorzy wykazali, ze CAPE indukuje fragmentacje DNA
w komdrkach PC-3 po 24 godzinnej inkubacji z wyzej wymienionym zwigzkiem (Watabe i wsp.,
2004). Najnizszy efekt genotoksyczny CAPE zostat zaobserwowany w stosunku do komoérek Caco-
2. Natomiast, wyniki koinkubacji z irinotekanem lub jego metabolitem z CAPE wskazuja, Ze ester
fenyloetylowy kwasu kawowego efektywnie wptywa na zmniejszenie ich aktywnoSci
genotoksycznej w badanych komorkach. Jedyny wyjatek stanowity serie do$wiadczalne,
w ktorych zostaty wykorzystane komorki linii HT29, gdzie, rownoczesna aplikacja CPT-11 z CAPE
do medium hodowlanego, skutkowata wyzszg aktywnos$cig genotoksyczng irinotekanu
w porownaniu do serii bez udziatu CAPE w proébach. Podobne badania, z wykorzystaniem
komérek szpiku kostnego szczuréw, przeprowadzili Yilmaz i wsp., ktérzy analizowali wptyw
CAPE na aberracje chromosomowe indukowane cisplatyng. Dowiedli oni, Ze CAPE indukuje
istotny statystycznie spadek liczby nieprawidtowych metafaz oraz aberracji chromosomowych
w poréwnaniu do serii bez zastosowania estru fenyloetylowego kwasu kawowego (Yilmaz i wsp.,
2010).

Antyoksydanty poprzez indukcje proapoptotycznych kaspaz (3, 7, 8, 9) skojarzone

z lekiem moga zwieksza¢ aktywnos$¢ cytotoksyczng leku poprzez ograniczenie peroksydacji
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lipidow wystepujacej w trakcie chemioterapii, na skutek stresu oksydacyjnego. Ponadto, wzrost
wskaznika apoptotycznego moze wynika¢ z ich wptywu na hamowanie ekspresji biatka Bcl-2.
Badania wykazuja, Ze antyoksydanty odgrywaja wazna role w zwiekszaniu wrazliwosci komorek
nowotworowych na dziatanie cytotoksyczne chemioterapeutykow, zwtaszcza ze istnieje niewiele
badan, w ktérych oceniano wrazliwo$¢ nowotworéw na zastosowanie antyoksydantéw
w skojarzeniu z konkretnym chemioterapeutykiem (Kontek i wsp., 2010; Kontek i wsp., 2013;
Kontek i wsp., 2014).

Wiekszo$¢ stosowanych obecnie w terapii przeciwnowotworowej chemioterapeutykéw
zaburza prawidlowg homeostaze wielu narzadéw. Skuteczne leczenie antracyklinami
i cytostatykami jest ograniczone ze wzgledu na ich znaczng toksyczno$¢. Dzieki swoim
wtasciwos$ciom ester fenyloetylowy kwasu kawowego moze minimalizowa¢ niepozadane skutki
niektérych lekéw przeciwnowotworowych. Dotychczas wykazano, ze aktywno$¢ CAPE zapobiega
peroksydacji lipidéow i utlenianiu biatek w nerkach, zmniejszajac nefrotoksyczne dziatanie
doksorubicyny oraz przyczyniajac sie do zwiekszenia skutecznosci terapii (Yagmurca i wsp.,
2004). Z kolei, Armagan i wsp. dowiedli, ochronny wptyw CAPE podczas stresu oksydacyjnego
wywotanego metotreksatem (MTX) w komoérkach jader szczuréw in vivo (Armagan i wsp., 2008).
Wykazali takze, ze inkubacja komoérek nerek szczuréw z CAPE i MTX spowodowata znaczacy
wzrost aktywnos$ci SOD, CAT i GSH-Px w poréwnaniu z serig, w ktorej zastosowano sam
metotreksat. Podobny wynik otrzymat Uzar i wsp., ktérzy wykazali, Ze metotreksat indukujacy
stres oksydacyjny w mézdzku szczuréw, moze by¢ redukowany dzieki dziataniu CAPE (Uzar
i wsp., 2006). Kolejne badania dowiodly, ze podawany dootrzewnowo CAPE skutecznie hamowat
rozwoj zwidéknienia ptuc, indukowanego bleomycyng (BLM) w komoérkach ptuc szczuréw linii
Sprague-Dawley. Ponadto, CAPE okazat sie bardziej skuteczny niz witamina E w przeciwdziataniu
zwiéknieniu ptuc indukowanemu przez BLM, wptywajgc zaré6wno na uktad przeciwutleniajgcy,
jak isekwestracje neutrofili (Ozyurt i wsp. 2004). Natomiast, Albukhari i wsp. oceniali
protekcyjne dziatanie CAPE przeciw toksycznosci indukowanej przez tamoksyfen (TAM),
stosowany w leczeniu i profilaktyce raka piersi, ktérego ubocznym skutkiem leczenia jest
hepatotoksyczno$¢ (Albukhari i wsp.,, 2009). Leczenie tamoksyfenem samic szczuréw,
powodowato zwiekszenie aktywno$ci aminotransferazy alaninowej (ALT), aminotransferazy
asparaginianowej (AST) i fosfatazy alkalicznej (ALP) w surowicy, zmniejszenie poziomu
zredukowanego GSH w watrobie i kumulacje utlenionego glutationu (GSSG) oraz peroksydacje
lipidéw. Ponadto, zastosowanie TAM generowato zahamowanie aktywnos$ci GSH-Red, GSH-Px,
SOD i CAT. Zaobserwowano takze wzrost poziomu czynnika TNF-a w watrobie i zmiany
histopatologiczne. Podanie CAPE znaczgco zmniejszyto aktywno$¢ ww. enzymoéw w surowicy
samic szczur6w oraz zmniejszylo niedobdér GSH, a takze hamowato akumulacje

GSSG i peroksydajcje lipidow. Suplementacja CAPE znormalizowata aktywno$¢ GSH-Red, GSH-Px,
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SOD i CAT, zahamowata wzrost aktywno$ci TNF-a oraz ztagodzita zmiany histopatologiczne
(Albukhariiwsp., 2009). Uysal i wsp. przeprowadzili badania z udziatem zwierzat, majace na celu
okreslenie roli ochronnej CAPE w wywotanym przez cyklofosfamid krwotocznym zapaleniu
pecherza moczowego (HC). Cyklofosfamid prowadzit do wzrostu aktywnosci SOD, CAT
i dialdehydu malonowego (MDA) w komdrkach. Zastosowany w badaniu CAPE znacznie
zmniejszyt ww. parametry oraz ztagodzil obrzek, krwotok, zapalenie iowrzodzenie blony
$luzowej wywotane przez cyklofosfamid (Uysal i wsp., 2015). W niniejszej pracy odnotowali$my
takze dziatanie antyoksydacyjne CAPE w komdrkach wszystkich badanych linii przewodu
pokarmowego: AGS, HCT116 i HT29 oraz Caco-2. WykazaliSmy takze, ze lepsze efekty dato
zastosowanie CAPE przed induktorem stresu oksydacyjnego niz aplikacja CAPE 30 minut po
dziataniu H;0,. Moze to wynika¢, ze zdolnos$ci badanego zwigzku do inhibicji czynnika NF-xB,
ktéry odgrywa istotng role w indukcji stresu oksydacyjnego. Podobne wyniki otrzymali Chen
i wsp., ktorzy badali protekcyjne wiasciwosci CAPE przeciwko $mierci indukowanej H,0; stosujac
test LDH w mysich komérkach nowotworu siatkéwki 661W (Chen i wsp., 2012). Wykazali oni, ze
CAPE hamuje $mier¢ komoérkowa w sposéb dawko-zalezny. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy,
znajdujg potwierdzenie, w badaniach przeprowadzonych przez Sun i wsp., dla ktérych modelem
badawczym byty komoérki kardiomiocytéw szczuréw poddane dziataniu H202 (Sun i wsp., 2017).
Wiaczony do serii doswiadczalnych CAPE, wykazywat dziatanie ochronne, zwiekszajac
przezywalno$¢ komorek poddanych stresowi oksydacyjnemu. Antyoksydacyjne wtasciwosci
CAPE zostaly rdwniez potwierdzone przez Chen i wsp., ktorzy wykorzystali w przeprowadzonych
eksperymentach monojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC). Udowodniono, ze CAPE
hamuje oksydaze ksantynowg (Zrédto anionéw ponadtlenkowych) (Chen iwsp., 2009) oraz
peroksydacje lipidéw (Russo i wsp., 2002). Armagan i wsp. dowiedli, ochronne dziatanie CAPE
w sytuacji stresu oksydacyjnego wywotanego metotreksatem w komorkach jader szczuréw in
vivo (Armagan i wsp., 2008)

Indukcja apoptozy w komérkach nowotworowych to jeden z najczesciej obserwowanych
celow terapeutycznych stosowanych klinicznie chemioterapeutykéw. Analiza proapoptotycznych
zdolno$ci CAPE przy uzyciu cytometru przeptywowego wykazata, jego wplyw na zmniejszenie
zywotnos$ci komorek linii HCT116, HT29 i AGS oraz indukcje w ww. komoérkach apoptozy po 48 h
inkubacji, ktéra ulegata nasileniu wraz z wydtuzeniem czasu inkubacji komérek z CAPE.
W zwigzku z tym , najbardziej efektywne dziatanie estru fenyloetylowego kwasu kawowego
odnotowano po 72 h inkubacji, co jednoczes$nie $wiadczy o utrzymujgcym sie w poziomie CAPE
komorkach nowotworowych. Potwierdzenie otrzymanych wynikéw znajdujemy w badaniach
Kleczki i wsp. ktorzy analizowali indukcje apoptozy w komoérkach raka jajnika OV7 (Kleczka
i wsp., 2020) oraz wynikach Dziedzic i wsp., ktérzy wykazali, ze 48 h inkubacja z CAPE skutkowata

wzrostem liczby komorek apoptotycznych Detroit 562 (linia kolczystokomérkowego nowotworu
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przetyku) niz inkubacja 24 h (Dziedzic i wsp., 2017). W przeprowadzonych w pracy badaniach
wykazano, ze jednoczesna (48 h) inkubacja komoérek linii HCT116, HT29 i AGS z CPT-11 lub SN38
w obecnosci CAPE indukowata wzrost liczby komoérek wczesnoapoptotycznych w poréwnaniu
z serig z samym lekiem/metabolitem. Z kolei, po 72 h inkubacji zaobserwowano istotne
statystycznie zmniejszenie sie liczby komérek apoptotycznych linii HT29 pod wptywem
jednoczesnej inkubacji SN38+CAPE w poréwnaniu do serii z samym SN38. W celu potwierdzenia
otrzymanych wynikéw przeprowadzona zostata analiza zdolnosci badanych zwigzkéw do
indukcji apoptozy przy pomocy zestawu multipleksowego ApoTox-Glo ™ Triplex Assay, ktory
mierzy aktywno$¢ proteaz wewnatrz zywych komoérek, proteaz uwolnionych z komoérki w wyniku
przerwania ciaglosci blony komoérkowej oraz aktywnos$¢ kaspaz efektorowych 3/7. Test ten
potwierdzil wyniki zywotno$ci komoérek HCT116, HT29 i AGS otrzymane metoda MTT oraz
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego. Po 72 h inkubacji odnotowano spadek zywotnosci
badanych komérek pod wptywem dziatania testowanych zwigzkéw w odniesieniu do kontroli
negatywnej, jednak bez istotnych réznic pomiedzy seriami do$wiadczalnymi CPT-11+CAPE,
a samym CPT-11 oraz SN38+CAPE a samym SN38. Natomiast, w wyniku jednoczesnej inkubacji
CAPE z lekiem/metabolitem zauwazono istotne statystycznie zmiany aktywnosci cytotoksycznej
CPT-11 i SN38. Wykazano, ze w komorkach linii HT29 i AGS, CAPE wptywat na zmniejszenie
aktywnosci cytotoksycznej leku i jego metabolitu w poréwnaniu do aktywnosci samego
leku/metabolitu, natomiast w komorkach linii nowotworowej HCT116 ester fenyloetylowy
kwasu kawowego istotnie statystycznie zmniejszat aktywnos¢ cytotoksyczng jedynie SN38.
Jednoczes$nie zauwazono, ze zmniejszona aktywnos¢ cytotoksyczna spowodowana CPT-111SN38
w obecnosci CAPE korespondowata ze zmniejszong aktywnos$cig kaspaz 3/7. Brak rdznic
w zywotno$ci badanych komdérek pomiedzy serig z samym lekiem/metabolitem a serig, w ktorej
do CPT-11 lub SN38 dodawany byl CAPE wynika¢ moze zjego wptywu na dziatanie kaspaz
wykonawczych. Przeprowadzone serie doswiadczalne z uzyciem testu ApoTox-Glo ™ Triplex
Assay wykazaty, ze CAPE wptywa na wzrost aktywnosci kaspaz 3/7 w komorkach linii AGS
i HCT116 juz po ich 24-godzinnej inkubacji. Wyniki te korelujg z wynikami Yu i wsp., ktérzy
wykazali zdolno$¢ CAPE do aktywowania kaspazy 3 i indukowania apoptozy w komdrkach YD15
(linia komoérek nowotworowych $luzowo-naskérkowych), HSC-4 i HN22 (ptaskonabtonkowe
nowotwory jamy ustnej) (Yu i wsp., 2017). Podobne wyniki uzyskali Kabata-Dzik i wsp. oraz
Dziedzic. i wsp. ktérzy wykazali, ze CAPE indukuje apoptoze w komoérkach linii MDA-MB-231
(linia komoérkowa nowotworu sutka) (Kabata-Dzik i wsp., 2017) i NHSCC (linia komérkowa
ptaskonabtonkowego nowotworu gtowy i szyi) po 24-godzinnej inkubacji (Dziedzic. i wsp., 2017).
Réwniez Marin i wsp. zaobserwowali, wzrost formy aktywnej kaspazy 3 wraz ze wzrostem
stezenia CAPE, z jednoczesnym zmniejszeniem proformy tego kluczowego dla apoptozy enzymu

(Marin i wsp., 2019). Ponadto, badania wykonane w ramach prezentowanej pracy wykazaty, ze
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aktywnosc¢ kaspaz 3/7 pod wptywem CAPE w komoérkach HCT116 i AGS wzrastata wraz z czasem
trwania eksperymentu, co potwierdza wcze$niej otrzymane wyniki, dotyczace dtugotrwatej
aktywnosci biologicznej CAPE w srodowisku komérek nowotworowych. Wedtug Jin i wsp. (2008)
proapoptotyczny mechanizm dziatania CAPE opiera sie przede wszystkim na szlaku
mitochondrialnym, nie za$ za posrednictwem receptoréw $mierci (brak aktywacji receptora Fas)
lub sygnatéw z retikulum endoplazmatycznego.

Przeprowadzone w niniejszej pracy doswiadczenia wykazaly, iz pomimo
proapoptotycznych wiasciwosci badanych zwigzkéw, podane jednocze$snie do podtoza
hodowlanego komoérek nowotworowych, dziatajg na siebie antagonistycznie. Zalezno$¢ ta moze
wynika¢ z odmiennego wptywu badanych zwigzkéw na aktywno$¢ czynnika NF-kB, ktory
zwieksza aktywno$¢ gendw antyapoptotycznych, ale réwniez zmniejsza aktywno$¢ gendéw
proapoptotycznych. CAPE hamuje aktywnosé NF-kB zapobiegajgc translokacji podjednostki p65
tego czynnika (Natarajan i wsp., 1996). Zastosowanie CPT-11 prowadzi do aktywacji NF-kB
w komdrkach réznych linii nowotworowych jelita grubego, co moze stanowié¢ potencjalny
mechanizm indukowania lekoopornosci przez komérki nowotworowe narazone na dziatanie
CPT-11 (Xu i wsp., 2002). Analiza przeprowadzona przez Guo i wsp. (2004) wykazata, Ze
transfekcja komorek nowotworowych siRNA skierowanych przeciwko podjednostce p65 NF-«kB
istotnie zmniejsza indukowang aktywacje NF-kB w odpowiedzi na leczenie CPT-11. Badania te
wykazaty réwniez, ze zwiekszona odpowiedZ na chemioterapie byta zwigzana ze wzrostem
stopnia apoptozy. Natomiast, Kalthoffi wsp. (2020) w swoich badaniach wykorzystali mysi model
toksycznosci lekowej i wykazali, Ze polaczenie kwasu kawowego i estru fenyloetylowego kwasu
kawowego znaczaco zmniejsza leukopenie, stres oksydacyjny oraz reakcje zapalng wywotang
irinotekanem. Ponadto, wykazano, ze kwas kawowy + CAPE powoduja zmniejszenie ilosci
podjednostki p65 czynnika NF-kB, znoszac efekt jego aktywacji przez CPT-11. Wedtug Kalthoffa
i wsp. (2020) istnieje konieczno$¢ przeprowadzenia dalszych badan majacych na celu ocene
wptywu kwasu kawowego + CAPE na skuteczno$¢ przeciwnowotworowa irinotekanu. Mozna
zatem przypuszczaé, Ze hamowanie dzialania NF-kB przez CAPE skutkuje zmniejszeniem
lekoopornosci i zwiekszeniem aktywnoSci proapoptotycznej CPT-11. Rola czynnika NF-xB
w regulacji apoptozy wydaje sie szczego6lnie istotna, gdyz w wiekszosci komérek nowotworowych
jest on Kkonstytutywnie aktywny, przez co chroni je przed wejsciem na droge apoptozy,
a jednocze$nie nasila ich aktywno$¢ proliferacyjna. Inhibicja aktywno$ci NF-xB bedzie skutkowaé
skierowaniem komoérek na droge programowanej Smierci (Shamas-Din i wsp., 2013). Wedlug
Onori i wsp. (2009) CAPE w stezeniu 20-50 uM blokuje potaczenie czynnika NF-kB z DNA i nasila
aktywno$¢ inhibitora czynnika transkrypcyjnego. Ponadto, znaczgco obniza ekspresje biatka Bcl-
2, zwiekszajac aktywnos$¢ proapoptotycznego biatka Bax (Onori i wsp., 2009). Yu i wsp., (2014),

wykazali, Ze berberyna (inhibitor NF-kB) zwieksza wrazliwo$¢ komoérek nowotworowych na
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dziatanie CPT-11, co pozwala na zwiekszenie aktywnoSci terapeutycznej leku przy niskich jego
dawkach. Jednakze, w odniesieniu do przeprowadzonych w niniejszej pracy badan
z wykorzystaniem komorek nowotworowych linii HCT116, HT29 i AGS nie zaobserwowano
takiego efektu. Wedtug Amodio i wsp. (2003) CAPE blokuje apoptoze wywotang niskg zawarto$cia
potasu w komoérkach ziarnistych mézdzku. Brak jest doniesien literaturowych dotyczacych
wptywu CPT-11 lub SN38 na stezenie jondw potasu w komérkach nowotworowych przewodu
pokarmowego. W prezentowanej pracy, wykazano, Ze spos$rdd trzech wykorzystanych
w badaniach linii HCT116, HT29 i AGS, jedynie komorki linii HT29 byly najmniej wrazliwe na
dziatanie CAPE. Moze to by¢ spowodowane posiadang przez te komdrki mutacjg w genie TP53,
ktéra wpltywa na ich oporno$¢ na apoptoze indukowana drogg wewnatrzkomoérkowa. Biatko
supresorowe TP53 odgrywa kluczowa role w odpowiedzi komdrki na czynniki stresogenne.
Aktywacja genu TP53 powoduje zmiane w transkrypcji innych gendéw, ktére sg aktywne
w licznych szlakach metabolizmu komoérkowego, regulacji cyklu komoérkowego iapoptozy.
Jednakze, Beauregard i wsp. zasugerowali ze CAPE posredniczy w indukcji apoptozy droga
niezalezng od biatka TP53 w komorkach MB-231 (komorki linii nowotworowej ludzkiego
gruczolakoraka piersi) (Beauregard i wsp., 2015). Z kolei, Lee i wsp., (2003) wykazali, ze CAPE
zwiekszat fosforylacje TP53 oraz ekspresje biatek TP53 i Bax, ktére moga tworzy¢ heterodimery
z Bcl-2 w btonie mitochondrialnej i przyspiesza¢ apoptoze.

Szczegdlng uwage zwracaja wyniki otrzymane dla linii komérkowej Caco-2, ktéra
stanowita w badaniach linie referencyjng komorek prawidlowych. W komérkach tych nie
zaobserwowano indukcji apoptozy pod wptywem testowanych zwigzkéw metoda cytometrii
przeptywowej nawet po 72 h inkubacji. Serie do$wiadczalne wykonane przy pomocy zestawu
ApoTox-Glo ™ Triplex Assay, wykazaty zmniejszenie zywotnos$ci komorek i wzrost aktywnoSci
kaspaz pod wplywem dziatania SN38 i SN38+CAPE w poréwnaniu do kontroli negatywnej po 48
h inkubacji. Podobne wyniki zaobserwowano po 72 h inkubacji z badanymi zwigzkami, jednak
tylko dla SN38 odnotowano istotng statystycznie aktywno$¢ kaspaz 3/7.

Zwiazki zaliczane do chemoprotekcyjnych wykazujg réwniez dziatanie hamujgce cykl
komérkowy. Stres komoérkowy poprzez aktywacje punktéw kontrolnych cyklu komdérkowego,
moze prowadzi¢ do jego inhibicji. Kontrola fazy G1/S, zapobiega replikacji uszkodzonego DNA,
natomiast kontrola fazy G2/M zapobiega segregacji uszkodzonych chromosoméw do komérek
macierzystych podczas mitozy. Wyniki przeprowadzonych w niniejszej pracy badan cyklu
komérkowego wskazujg, ze CAPE skutecznie hamuje cykl podzialowy komoérek linii HCT116,
HT29 i AGS w fazie GO/G1. W badaniach przeprowadzonych przez Tang i wsp., (2017), wykazano
zalezny od dawki wzrost liczby komérek linii HT29 i HCT116, w fazie GO/G1 po 48 h inkubacji
z CAPE w poréwnaniu z kontrolg negatywna. Analogiczne wyniki otrzymali takze Lin iwsp.,,

(2015), ktérzy zaobserwowali wykorzystujac cytometrie przeptywowa, ze CAPE spowodowat
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zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G1 w komorkach linii ludzkiego raka prostaty LNCaP
104-R1. Miato to zwiagzek ze zmniejszong ekspresja cykliny D1 pod wptywem ekspozycji komoérek
na dziatanie CAPE. Kompleks cyklina D-Cdk4 lub D-Cdké6 jest kluczowym czynnikiem przejscia
komoérek z fazy G1 do fazy S cyklu komérkowego. Z kolei, w komérkach ludzkiej linii komérek
raka prostaty DU145, LNCaP C4-2 i 22Rv1 zastosowanie CAPE spowodowato zmniejszenie
populacji komdrek bedacych w fazie G1 i zwiekszenie liczby komdrek w fazie G2/M (Lin i wsp.,
2015). Réwniez Hsu i wsp., (2013) zaobserwowali, zalezne od zwiekszonej ekspresji E2F-1,
zatrzymanie komérek linii raka szyjki macicy ME180 w fazie S i G2/M spowodowane przez CAPE.
Analize poréwnawczg dwoch zwigzkéw fenolowych pochodzacych z propolisu: CAPE i kwasu
kawowego (CA) przeprowadzili Kabata-Dzik i wsp., ktérzy odnotowali zZe ester fenyloetylowy
kwasu kawowego powoduje zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie S skutkujac zmniejszeniem
liczby komorek w fazie G2/M w poréwnaniu z kontrolg negatywng, natomiast CA wywierat staby
wptyw na cykl komérkowy komorek linii MDA-MB-231 (Kabata-Dzik i wsp., 2017) co dowiodto,
ze CAPE powoduje znacznie silniejsze i szybsze zatrzymanie cyklu komérkowego niz kwas
kawowy. Wyniki przeprowadzonych w niniejszej pracy badan wskazuja, ze wptyw CAPE na
przebieg cyklu komoérkowego nie jest fazowo specyficzny i zalezy od typu komorek docelowych.
W przypadku CPT-11 iSN38, dopiero 72 h inkubacja skutkowata istotnymi statystycznie
zmianami w cyklu komérkowym badanych linii nowotworowych. Zwigzki te powodowaty
akumulacje komorek w fazie S oraz zmniejszenie liczby komoérek w fazie GO/G1. Natomiast,
jednoczesna inkubacja CPT-11 lub SN38 z CAPE spowodowata odwrdcenie -efektow
zaobserwowanych dla samego CPT-11 czy SN38. Nastgpit wzrost liczby komorek bedacych w fazie
GO/G1 i zmniejszenie sie liczby komorek w fazie S cyklu komoérkowego. Mozna zatem
przypuszczaé, ze negatywny/antagonistyczny wplyw CAPE na toksyczno$¢ lekéw
przeciwnowotworowych (CPT-11 i SN28) spowodowany jest przede wszystkim zahamowaniem
syntezy DNA i zatrzymaniem cyklu komoérkowego w fazie G1. Potwierdzenie tej hipotezy
znajdujemy w badaniach Ricchi i wsp., ktérzy analizowali wptyw aspiryny na aktywno$¢
przeciwnowotworowa CPT-11 (Ricchi i wsp., 2002). Wykazali oni, Ze aspiryna, determinuje
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie G1, co wigzato sie z tlumieniem aktywnosci
proapototycznej CPT-11. Z kolei, interesujgce wyniki uzyskano dla komdrek linii Caco-2,
w ktérych CPT-11 i SN38 indukowaty zatrzymanie komdrek w fazie S, jednak nie przektadato sie
to na indukcje apoptozy w tych komdrkach. Analogiczne wyniki otrzymali Kaku i wsp., ktorzy
wykazali, Ze irinotekan powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego, ale nie wptywa na indukcje
apoptozy czy nekrozy komdrkach Caco-2 (Kaku i wsp., 2015).

Wplyw stosowania suplementéw diety podczas terapii przeciwnowotworowej jest wcigz
niedoktadnie poznany. Pacjenci przyjmujg suplementy diety oczekujac, ze pomoga one ztagodzi¢

uboczne skutki leczenia, poprawiajac ogélng kondycje organizmu. Niektére badania wskazuja, ze
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suplementy moga zmniejsza¢ uboczne efekty chemioterapii, bez wptywu na aktywno$¢ lekdéw,
jednak inne dane sugerujg, Ze suplementy moga negatywnie interferowa¢ z chemio- lub
radioterapig zmniejszajac ich skuteczno$¢ (Norman i wsp., 2003). Stosowanie przez pacjentéw
onkologicznych suplementéw diety staje sie coraz bardziej powszechne, gdyz ich dostepnos¢ jest
nieograniczona, poniewaz mozna je kupi¢ nie tylko w aptece, ale réwniez w sklepach
spozywczych, drogeriach czy stacjach benzynowych. Dlatego tez badania zmierzajgce do
okreslenia wptywu konkretnego suplementu diety na aktywnos$¢ biologiczng wytypowanego
chemioterapeutyku s3g szczeg6lnie istotne. Nasze wyniki rzucajg nowe $wiatto na zastosowanie
propolisu w diecie pacjentow bedacych w trakcie chemioterapii CPT-11 i wskazujg na
konieczno$¢ kolejnych badan dotyczacych ich wptywu na skuteczno$¢ leczenia. Przeprowadzone
w pracy badania in vitro wykazaty, ze CAPE wykazuje dziatanie modulujace na cytotoksycznos$¢
irinotekanu i jego metabolitu. MoZe to mie¢ potencjalne zastosowanie w opracowywaniu nowych,
alternatywnych strategii terapeutycznych lub w uzupetnieniu konwencjonalnych schematéw
leczenia nowotworéw przewodu pokarmowego. Wazne jest, aby pacjenci mieli dostep do
preparatéw sprawdzonych, bezpiecznych i o potwierdzonej skutecznosci czy tez interakcji.
Przeglad badan klinicznych dowodzi, Ze niektére z ziét czy suplementéw moga miec
pewien potencjal w profilaktyce, leczeniu czy postepowaniu paliatywnym u chorych
z nowotworem. Inne jednak - nie maja go wcale. Wiekszo$¢ roslin i suplementéw wchodzi
w interakcje ze sobg oraz z tradycyjnymi lekami, powodujac istotne dziatanie uboczne. Znaczenie
uzytecznosci i roli suplementéw w chorobie nowotworowej budzi wsréd naukowcoéw wiele
kontrowersji i jest wcigz badane. Rolg suplementéw diety - niezaleznie od dawki i kombinacji -
jest utrzymanie dobrego stanu zdrowia i zapewnienie dodatkowych korzysci zdrowotnych.
Jednak nalezy pamietaé, iz stosowanie suplementéw podczas choroby nowotworowej moze
wywotywacé lub nasila¢ wystepowanie réznego rodzaju interakcji z przyjmowanymi lekami lub
powodowa¢ dziatania niepozadane. Sg one nastepstwem reakcji zachodzacych pomiedzy
sktadnikami zawartymi w suplemencie a stosowanymi lekami. Najcze$ciej wptywajg one na
wchtanianie i metabolizm lekéw, ale rowniez moze dochodzi¢ do synergistycznych czy tez
antagonistycznych interakcji. Dlatego tez, suplementy diety powinny by¢ rygorystycznie
testowanie pod wzgledem czystosci, bezpieczenstwa i skutecznos$ci, a takze ich oddziatywan
z przyjmowanymi lekami, gdyz pacjenci potrzebujg wiarygodnego Zrédia informacji oraz dialogu

z onkologami na ten temat.
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VI. WNIOSKI

Wyniki badan przeprowadzonych w celu realizacji postawionych w pracy zadan badawczych,

pozwolily na sformutowanie nastepujgcych wnioskow:

1. Ester fenyloetylowy kwasu kawowego charakteryzuje sie silng aktywnoscig cytotoksyczng
i genotoksyczng w stosunku do komoérek nowotworowych linii HCT116, HT29 i AGS.

2. CAPE wykazuje wtasciwosci antyoksydacyjne w komérkach linii nowotworowych przewodu
pokarmowego (HCT116, HT29, AGS, Caco-2).

3. CAPE dziata proapoptotycznie, poprzez wzrost aktywnos$ci kaspaz 3/7 w komorkach linii
HCT116, HT29 i AGS.

4. CAPE skutecznie hamuje cykl komérkowy w fazie GO/G1 w komoérkach linii HCT116, HT29,
AGS i Caco-2.

Ponadto, CAPE moduluje efekty cytotoksyczne indukowane przez irinotekan (CPT-11) ijego

metabolit (SN38) poprzez:

1. zmniejszenie aktywnosci cytotoksycznej i genotoksycznej CPT-11 i SN38 komoérkach linii
HCT116, AGS i Caco-2,

2. redukcje aktywnos$ci kaspaz 3/7, a tym samym wiasciwosci proapoptotycznych CPT-11
i SN38 w komérkach nowotworowych linii HCT116, HT29, AGS i Caco 2,

3. zaburzenia przebiegu cyklu komoérkowego, uniemozliwiajgce dziatanie leku i jego metabolitu

w komdrkach badanych linii nowotworowych przewodu pokarmowego.

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy dowiodty, Ze modulacja przez CAPE cytotoksycznego
dziatania irinotekanu i jego metabolitu ma charakter antagonistyczny.

W przypadku komoérek Caco-2, ktére stanowity w przeprowadzonych badaniach linie
referencyjng do prawidlowych enterocytow, CAPE wykazywal zdecydowanie najstabsza
aktywnos¢ cyto- i genotoksyczna. W komdrkach tych, ester fenylowy kwasu kawowego, hamowat
cykl komorkowy w fazie GO/G1, ale nie wykazywat aktywnos$ci proapoptotycznej. Jednocze$nie,
w komorkach Caco-2 ester fenyloetylowy kwasu kawowego dziatal ochronnie w stosunku do
cytotoksycznos$ci indukowanej przez CPT-11 i SN38. Propolis i preparaty oparte na nim, moga
z pewnoscig wspomaga¢ walke z chorobg nowotworowg, ale jak dowiodty uzyskane w niniejszej
pracy badania, ich przyjmowanie tjcznie z irinotekanem wptywa na ostabianie efektu
terapeutycznego CPT-11 i jego metabolitu w komoérkach nowotworowych przewodu

pokarmowego
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VII. STRESZCZENIE

Propolis to substancja pochodzenia naturalnego, ktéra powstaje w wyniku potaczenia
zywic roslinnych, wosku pszczelego oraz wydzieliny z gruczotéw Slinowych pszczét. Propolis
chroni wnetrze ula przed bakteriami, grzybami i wirusami. Ze wzgledu na swoje cenne
wilasciwosci propolis jest wykorzystywany w medycynie naturalnej na calym $wiecie, a obecnie
sprzedawany jest jako suplement diety, sktadnik kosmetykéw czy jako komponent Zywnosci
funkcjonalnej. Aktywnym sktadnikiem propolisu jest ester fenyloetylowy kwasu kawowego
(CAPE). Oprocz aktywnosci antybakteryjnej, przeciwgrzybiczej i antywirusowej, CAPE
charakteryzuje takze dziatanie przeciwnowotworowe o szerokim spektrum dziatania w stosunku
do wielu modeli nowotworéw in vitro i in vivo. Mechanizm przeciwnowotworowej aktywnosci
CAPE nie jest jeszcze dokladnie poznany ale moze ona wynika¢ ze skomasowanego efektu

proapoptotycznego, antyproliferacyjnego, przeciwzapalnego oraz wptywu na stres oksydacyjny.

Lekiem, powszechnie stosowanym w terapii przeciwnowotworowej przewodu
pokarmowego jest irinotekan, pochodna naturalnego alkaloidu - kamptotecyny. Gtéwnym celem
dziatania irinotekanu jest hamowanie aktywno$ci topoizomerazy I, ktéra odgrywa kluczowa role
W zmniejszaniu napiecia torsyjnego DNA. Jego aktywnym metabolitem jest SN38, ktory
w badaniach wykazuje od 100 do 1000 razy wyzsza aktywno$¢ przeciwnowotworowg niz sam

irinotekan.

Celem prezentowanych badan byta ocena wptywu aktywnego komponentu propolisu -
CAPE na aktywno$¢ biologiczng komoérek nowotworowych przewodu pokarmowego oraz
okre$lenie stopnia, wjakim CAPE moze modulowa¢ efekty toksyczne indukowane przez
irinotekan i jego metabolit SN38 w komdrkach wybranych linii nowotworowych przewodu
pokarmowego: raka zotadka (AGS), raka okreznicy (HCT116) oraz gruczolakoraka jelita grubego
(HT291i Caco-2).

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze ester fenyloetylowy kwasu kawowego
charakteryzuje sie silng aktywnos$cig cytotoksyczna i genotoksyczng w stosunku do komoérek
nowotworowych linii HCT116, HT29 i AGS. Ponadto, CAPE wykazuje wtasciwosci
antyoksydacyjne w komdrkach nowotworowych przewodu pokarmowego oraz dziata
proapoptotycznie, poprzez wzrost aktywnosci kaspaz 3 /7 w komdrkach linii HCT116, HT29 i AGS.
Co wiecej, CAPE skutecznie hamuje cykl komérkowy w fazie GO/G1 w komérkach linii HCT116,
HT29, AGS i Caco-2. Dodatkowo, CAPE moduluje efekty cytotoksyczne indukowane przez
irinotekan (CPT-11) i jego metabolit (SN38) poprzez zmniejszenie aktywnosci cytotoksycznej
i genotoksycznej CPT-11 i SN38 komdrkach linii HCT116, AGS i Caco-2, redukcje aktywnos$ci
kaspaz 3/7, a tym samym wtasciwosci proapoptotycznych CPT-11 iSN38 w komoérkach
nowotworowych linii HCT116, HT29, AGS i Caco 2, a takze zaburzenia przebiegu cyklu
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komérkowego, uniemozliwiajgce dziatanie leku i jego metabolitu w komdérkach nowotworowych

przewodu pokarmowego.

Przeprowadzone w pracy badania in vitro wykazaty modulujace dziatanie CAPE na
cytotoksyczno$¢ irinotekanu i jego metabolitu. Moze to mie¢ potencjalne zastosowanie
w opracowywaniu nowych, alternatywnych strategii terapeutycznych lub w uzupeinieniu
konwencjonalnych schematéw leczenia nowotworéw przewodu pokarmowego. Wazne jest, aby
pacjenci mieli dostep do preparatéw sprawdzonych, bezpiecznych i o potwierdzonej skutecznosci

czy tez interakcji.

117



Rozdzial VIII

Summary

118



Summary

VIII. SUMMARY

Propolis is a substance of a natural origin that is formed by a combination of plant resins,
beeswax and secretions from the bees' salivary glands. Propolis protects the inside of the hive
against bacteria, fungi and viruses. Due to its valuable properties, propolis is used in natural
medicine all over the world and is now sold as a dietary supplement, cosmetic ingredient or as
a component of functional foods. The active ingredient in propolis is caffeic acid phenethyl ester
(CAPE). In addition to antibacterial, antifungal and antiviral activity, CAPE also has a broad-
spectrum of anti-cancer activity against a wide range of cancer models in vitro and in vivo. The
mechanism of the anticancer activity of CAPE is not yet well understood but it may be due to
a combined proapoptotic, antiproliferative, anti-inflammatory effect and impacton oxidative
stress.

A drug commonly used in gastrointestinal cancer therapy is irinotecan, a derivative of the
natural alkaloid camptothecin. The main target of irinotecan is the inhibition of topoisomerase I
activity, which plays a key role in reducing the DNA torsional stress. Its active metabolite is SN38,
which during tests has shown 100 to 1,000 times higher antitumour activity than irinotecan alone.

The research objective of this study was to evaluate the effect of the active component of
propolis, CAPE, on the biological activity of gastrointestinal cancer cells and to determine the
extent to which CAPE can modulate the toxic effects induced by irinotecan and its metabolite SN38
in cells of selected gastrointestinal cancer lines: gastric cancer (AGS), colon cancer (HCT116) and
colorectal adenocarcinoma (HT29 and Caco-2).

The results of the study showed that the caffeic acid phenethyl ester has strong cytotoxic
and genotoxic activity against cancer cells of the HCT116, HT29 and AGS lines. In addition, CAPE
exhibits antioxidant properties in gastrointestinal cancer cells and has a proapoptotic effect by
increasing caspase 3/7 activity in cells of the HCT116, HT29 and AGS lines. Moreover, CAPE
effectively inhibits the cell cycle in the GO/G1 phase in HCT116, HT29, AGS and Caco-2 cells. CAPE
also modulates the cytotoxic effects induced by irinotecan (CPT-11) and its metabolite (SN38) by
reducing the cytotoxic and genotoxic activity of CPT-11 and SN38 in HCT116, AGS and Caco-2 cells,
reducing the activity of caspases 3/7, and thus the proapoptotic properties of CPT-11 and SN38
in cancer cells of the HCT116, HT29, AGS and Caco 2 lines, and disruption of cell cycle progression,
preventing the drug and its metabolite activity in gastrointestinal cancer cells.

The in vitro tests conducted in this study demonstrated a modulating effect of CAPE on the
cytotoxicity of irinotecan and its metabolite. This may have potential applications in the
development of new alternative therapeutic strategies or as addition to conventional treatment
regimens for gastrointestinal cancers. It is important that patients have access to preparations

that are proven, safe and have confirmed efficacy and interactions.
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3. Ester fenyloetylowy kwasu kawowego - aktywnosé¢ przeciwnowotworowa.

Gajek G, Kontek R, III Lodzkie Sympozjum Doktorantéw Chemii, 24-26.04.2015, L.6dz

4. Badanie aktywnosci antyoksydacyjnej CAPE - aktywnego sktadnika propolisu.
Gajek G, Kontek R, V Konferencja Biologii Molekularnej, 07-09.04.2016, L.6dz

5. Ocena wtasciwosci genotoksycznych CAPE - aktywnego sktadnika propolisu.
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IX.3. Staze naukowe

2015 - dwutygodniowy staz na Uniwersytecie Medycznym w fodzi w Katedrze Genetyki

Klinicznej i Laboratoryjnej Zaktad Genetyki Klinicznej

2016 - dwutygodniowy staz w Polskiej Akademii Nauk w Instytucie Biologii Medyczne;j.

IX.4. Projekty naukowe

1. Kolektyna wgtrobowa 1 (CL-L1) i kolektyna nerkowa 1 (CL-K1) w podatnosci

wczesniakéw na infekcje

Preludium-19 (2020/37/N/NZ6/01887) - kierownik projektu, 2020-2023
Kwota: 209 904 PL
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