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1. WSTEP
1.1. Choroby nowotworowe

Wedtug doniesie Swiatowej Organizacji Zdrowia (ang.World Health
Organization WHO) choroby nowotworoweggrzyczyry 13% (7,6 miliona) wszystkich
zgondw naswiecie. Do najcgsciej wysepujacych nowotworéw naley: rak ptuca
(1,4 miliona zgondw),zotadka (740 000 zgondow), atroby (700 000 zgonéw), jelita
grubego (610 000 zgondéw) oraz piersi (460 000 zgondéPonad 70% zgondw
spowodowanych chorobami nowotworowymi odnotowuje @i krajach o niskich
i srednich dochodach. Przewiduje,ste liczba zgonéw z powodu nowotworéw w 2030
roku skgnie 11 milionow [1].

W Polsce, podobnie jak na catyswiecie, nowotwory stanowi drugy po
chorobach uktadu k#enia przyczyn smierci, powoduic 26% zgondw U RrCzyzn
oraz 23% zgondéw u kobiet. Na Ade 100 000 os6b w polskiej populacji u ponad 330
diagnozuje si chorolg nowotworow, a ponad 240 umiera [2].

Pomimo rozpowszechniania programow prewencyjnygiryningowych, choroby
nowotworowe g nadal diagnozowane &@dego roku u milionédw os6b na catywiecie.
Dotychczasowe metody leczenia polegej] na chirurgicznym uswuiu guza,
radioterapii i chemioterapii okazupic niezadowalajce [3, 4]. Ponadto, terapie chordb
nowotworowych waza sie z wysokimi kosztami ekonomicznymi oraz trudnymi do
oszacowania, aczkolwiek rownibardzo istotnymi kosztami spotecznymi [5, 6]. B
zarobwno badania nad profilaktylkchorob nowotworowych, jak i bezpieczdla pacjenta
terapi powinny stanowd cel wspoétczesnych nauk biomedycznych.

1.2. Kancerogeneza

Kancerogeneza jest to wieloczynnikowy proces pdrey do powstania
nowotworu. Kancerogeneza jest procesem wieloletnmakiocagcym rownowag
pomicdzy proliferacy, apoptoz, réznicowaniem oraz starzeniemeskomorek, a jej
przebieg zaley od rodzaju guza itkanki, w ktorej zachodzi [Hrzyczyrm procesu
kancerogenezyasmutacje dziedziczne oraz spontaniczne, indukowamzez czynniki
chemiczne i fizyczne. Dotygne gendw odpowiadgjych za kontral cyklu zyciowego:

supresorowych, protoonkogenéw oraz genow regulatgeh. Skutkiem zmiany



sekwencji nukleotydow w feeuchu DNA g niekontrolowane podzialy zmutowanej
komorki, co prowadzi do transformacji nowotworoy&.

1.2.1. Etapy kancerogenezy

Ponad 60 lat temu na podstawie hiagezeprowadzonych na modelu zwigrgm
stwierdzono,ze w procesie kancerogenezy ina wyr&ni¢ trzy podstawowe etapy:
inicjacji, promocji i progresji. W stadium inicjacjlochodzi do nieodwracalnej zmiany
o charakterze genotypowym i polega na uszkodzenNA Dwvywotanym interakgj
zreaktywn formg kancerogenu. Za zainicjowane uw&a sk komorki
0 niezr@nicowanym fenotypie, odporne na dziatanie czynnikduznicujacych
| cytotoksycznych, wrdiwe natomiast na czynniki wzrostowe [8]. Deugfaza
kancerogenezy jest promocja,edaca wynikiem whczania s kancerogendow
promupcych (promotoréw). Na etapie promocji zach@dzmiany o charakterze
epigenetycznym, nagiuje selektywny klonalny wzrost zainicjowanych kaelopoprzez
nasilenie proliferacji lub hamowanie apoptozy. Vékeie powstaj zmiany fenotypowe,
dochodzi do uszkodze preneoplastycznych zmutowanej komorki, utraty siyah
funkcji oraz kcznasci z innymi komorkami. Ostatnim stadium kanceroggngest
progresja, bdaca etapem nieodwracalnym, obejgug inwazg na gsiednie tkanki
i metastaz do odlegtych organéw [9].

1.2.2. Kancerogeny

Kancerogenem jest mutagen wywaly uszkodzenia DNA. Zammie od
charakteru i sposobu dziatania kancerogenoéwznaopodziek je na dwie grupy:
genotoksyczne i epigenetyczne. Kancerogeny gengtoke, wizace s¢ z DNA, inicjuja
I powodup progres§ mutacji niezldnych do rozwoju nowotworu. Kkda ekspozycja na
kancerogeny genotoksyczne o wigza¢ sie z ryzykiem wywotania nowotworu
poniewa s3 one czynnikami bezprogowymi. Oznacza#e,nie jest mgiwe okreslenie
bezpiecznego atenia (progu), ktére nie powodujeadnych zmian w organizmie.
W klasie kancerogendw genotoksycznych wimia sk czynniki bezpérednie,
niewymagajce aktywacji metabolicznej (np. zyzki alkilujgce) oraz pérednie

(prokancerogeny), ktorych metabolity lsezpdrednimi kancerogenami (np. benzopiren).



Kancerogeny epigenetyczne, nieiice s¢ z DNA, aktywup protoonkogeny w wyniku
zaburzenia drog sygnatowych i przyspiegzajoces kancerogenezy przez promdaojp.

fenobarbital) lub immunosupregqjnp. azapuryna) [10].
1.3. Chemoprewencja

Koncepcja chemoprewencji opracowana ponad 3@hattprzez Sporna oznacza
stosowanie naturalnych att> farmakologicznych srodkéw w celu zapobiegania,
zahamowania lub regresji procesu kancerogenezyl ngrupy podwsiszonego ryzyka
rozwoju choroby nowotworowej [11].

W zaleznosci od mechanizmu dziatania, czynniki chemoprewemeyjzieli s¢ na
dwie kategorie: blokage, ktore dziataj na etapie inicjacji oraz supresyjne, modadej
etap promocji lub progresji nowotworu (ryc. 1). sk8d badanych zwiekdéw
chemoprewencyjnych moa réwnie wyrdzni¢ czynniki skuteczne na wszystkich trzech
etapach kancerogenezy. Do naturalnie gpyghcych czynnikbw chemoprewencyjnych
o udowodnionych wigiwosciach antyinicjacyjnych natg@ m.in.: kumaryny, flawonoidy,
terpeny oraz indole [12]. Magone hamowa aktywacg metaboliczg kancerogenodw,
zwicksza ich detoksykagj, unieczynnia reaktywne elektrofilowe metabolity oraz wolne
rodniki, zapobiega ich reakcji z DNA, a take zwiksz& skuteczné naprawy DNA
[13]. Czynnikami chemoprewencyjnymi zawartymi w aée cztowieka, dziatapymi na
etapie promocji oraz progresji procesu kanceroggngzm.in.: retinoidy, karotenoidy
oraz witamina E [12]. Dziatanie antypromocyjne/ambgresyjne mgze polegd na
zmiataniu reaktywnych form tlenu (ROS, amgactive oxygen speciesraz hamowaniu
procesow zapalnych, modulowaniu drég transdukcjgnsju, a take aktywndci
hormonéw i czynnikbw wzrostu. Mechanizm dziataniantypromocyjnego/
antyprogresyjnego przebiega rowniea drodze indukcji ricowania s komoérek,
zmiany profilu ekspresji gendw, hamowania prolikgraa take inicjacji procesu
apoptozy [12], ktéra nagtuje gtébwnie w wyniku odpowiedzi na sygnaty
zewnytrzkomérkowe, np. brak czynnikbw wzrostu. Indukc@ooptozy jest celem
dziatania czynnikbw chemoprewencyjnych, jedmakprzy zachowaniu réwnowagi

z zachodzcymi podziatami mitotycznymi komérek [14].



Czynniki

Czynniki .
supresyjne I

blokujace

Czynniki
supresyjne I1

Komérka Komérka Komérki Komorki
normalna zainicjowana preneoplastyczne neoplastyczne

Ryc. 1. Chemoprewencja wieloetapowego procesu kageaezy (oryginalna rycina zaczergai
z Baer-Dubowska i wsp., 2005) [14]

1.4. Apoptoza

W 1858 roku Rudolf Virchow jako pierwszy zaobseweb spontaniczne,
destrukcyjne zmiany na poziomie komorkowym i gkige mianem ,degeneracji” [15].
Walter Flemming, 30 lat pdiej, opisat zanikanieafler komdérkowych, kondensacj
chromatyny oraz wytwarzanie tzw. poksjcow, jednake zachodgcy proces nazwat
.chromatolizy” [16]. Wprowadzenie w 1972 roku obecnie stosowaneggrminu
~apoptoza” przypisuje siKerrowi, Wyllie'owi oraz Currie’owi, ktorzy opisalprzebieg
procesu programowanémierci oraz zaproponowali nagzwpochodzcg od greckiego
stowa ,apoptosis” oznaczgjego opadaniedei lub ptatkow kwiatowych [17]. Zibonasé
zjawiska oraz znaczenie apoptozy w procesie kageeexy spowodowalye obecnie
wiele grup badawczych zajmuje; daprogramowansmiercig komoérki. Potwierdzeniem
rosmgcego zainteresowania procesem apoptozy byto preygna 2002 roku Nagrody
Nobla Brennerowi, Horvitzowi oraz Sulstonowi za og{a w dziedzinie genetycznej
regulacji organogenezy.

Okreszycia komoérek réni sie w zaleznosci od ich rodzaju, np. enterocyty mpgrzexy¢é
od trzech do giciu dni [18], podczas gdy okregcia fibroblastow wynosi 20-25 dni [19].
Warunkiem prawidiowego funkcjonowania organizmut jegsachowanie réwnowagi
migdzy czterema procesami: podzialem,zméowaniem, dojrzewaniem g&miercig

komorek, ktéra mze zachodzi zaréwno na drodze apoptozy, jak i nekrozy [20].
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1.4.1. Apoptoza a nekroza

Apoptoza i nekroza stanogvdwie ré&zne formysmierci komoérek, zaréwno pod
wzgledem morfologicznym, jak i biochemicznym. Apoptozaestj procesem
przebiegajcym zawsze wedtug okil®nego schematu obejmgpgo aktywaegj enzymow
proteolitycznych z grupy kaspaz. Nekroza charakigey s¢ natomiast niekontrolowan
inaktywacp zachodzcych procesoéw biochemicznych. Procesy te anog indukowane
przez czynniki fizyczne, chemiczne oraz biologiczii® tym czy komoérka zostanie
skierowana na dregapoptozy czy nekrozy decyduje rodzaj czynnika wwecego, czas
ekspozycji, a take rodzaj komorek. Nekroza zwana réwnimartwicy jest procesem
patologicznym. Proces apoptozy i#eozachodzi natomiast zaréwno w warunkach
patologicznych, jak i fizjologicznych. Komdgk ktora zostata skierowana na dgog
apoptozy charakteryzuje agregacja oraz kondensacgamatyny tu pod btory jadrows.
DNA zostaje pogite na fragmenty od 180- do 200- par zasad i ichokietncici, co daje
wyrazny obraz ,drabinki” wzelu agarozowym. W procesie nekrozy, morfologiczhyea
chromatyny jest natomiast podobny do obserwowanggedrowej komorce, a DNA
zostaje pogite na odcinki o przypadkowej diugm [21]. W odr&nieniu do apoptozy,
w komodrkach nekrotycznych naptije, w wyniku utraty eigtosci ich btony, wyptynécie
zawartéci do przestrzeni mdzykomérkowej, co w konsekwencji prowadzi do
wystgpienia reakcji zapalnej. Btona komorki apoptotygzngozostaje natomiast
nienaruszona, a z powodu hydrolizy sfingomielinzokayptywu cholesterolu, na jej
powierzchni rozwijag si¢ liczne uwypuklenia [22]. Nagbnie dochodzi do fragmentacji
cytoplazmy i powstania tzw. cialek apoptotycznyczawieragcych organelle
oraz pozostakei chromatyny. Ciatka apoptotyczney $agocytowane przezasiednie

komorki oraz makrofagi, dlategozteie dochodzi do rozwoju stanu zapalnego [23].
1.4.2. Indukcja apoptozy

Programowanémier¢ komérki mae przebiegéaprzy udziale receptorédmierci,
mitochondrium, granzymu B lub siateczki wepmplazmatycznej. Niezataie od
rodzaju komorki oraz organelli komérkowych zaarmmsanych w proces apoptozy,
ogniwem gczacym r&ne drogi sygnatlowe apoptozy kaspazy. Naley one do rodziny
proteaz cysteinowych i wygiuja w komoérce w postaci nieczynnych zymogenow,
ktorych aktywacja nagpuje wskutek kaskady reakcji proteolitycznych [2Aktywny

enzym funkcjonuje w postaci tetrameru, rozcinawysoce specyficznie wiaania
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peptydowe za resgtasparaginianogv Ze wzgédu na struktuy, wyréznia st kaspazy
posiadajce prodomeg diugg lub krétky. Kaspazy wykonawcze apoptozy (kaspaza-3, -6,
-7) posiadaj prodomern krotks. Prodomen diugg mapg natomiast kaspazy inicpge
apoptoz (kaspaza-2, -8, -9, -10). W a@bie podjednostki diugiej wygpuje domena
aktywacji i rekrutacji kaspaz (CARD, angaspase activation and recruitment domain
lub dwie domeny wykonawcz@nierci (DEDs, angdeath effector domaihsMajg one
istotne znaczenie w indukcji procesu apoptozy,stéat miejsce oddziatywania gudzy
kaspazami, biatkami adaptorowymi oraz receptoraomdowvymi [25, 26].

Czynniki inicjujgce proces apoptozy dzietic na zewntrz- oraz wewgtrzkomoérkowe
[21]. Czynniki zewntrzkomorkowe dziataj na drodze aktywacji btonowych receptorow
smierci. Wewntrzkomorkowe czynniki powodsj natomiast indukej szlaku
mitochondrialnego. Do mniej znanych drég sygnatdwyapoptozy, powodowanych
zarobwno przez czynniki pochogte z wrtrza, jak i z zewgtrz komorki, nalea: szlak
pseudoreceptorowy granzym A lub B/perforyny, szkfingomielinowo-ceramidowy
oraz, zwizany z siateczk wewmntrzplazmatyczg, szlak indukowany stresem (ryc. 2)
[27, 28].

1.4.2.1. Zewntrzny szlak apoptozy

Zewmtrzpochodny szlak apoptozy jest indukowany popiatzrakcg receptorow
smierci (DRs, angdeath receptonsz ich ligandami. Do DRs nailg biatka z rodziny
TNFR (ang.tumor necrosis factor receptdr S one zbudowane z trzech podjednostek:
zewnytrzkomorkowej, transbtonowej oraz cytoplazmatycznidiéra stanowi domen
smierci (DD, angdeath domaip Do najwaniejszych DRs nalg: Fas (CD95, APO-1),
TNF receptor-1 (TNFR-1), DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAR1) oraz DR-5 (TRAIL-R2)
[29-31]. Zwigzanie liganda z Fas oraz TNFR-1 prowadzi do oligywexji receptorow
w DD, co umaliwia ich zwigzanie z C-kacowa domen DD biatek adaptorowych:
FADD (ang.Fas-associated death domaioraz TRADD (angTNFR-1 associated death
domair) [30]. Biatka pdrednicazce FADD Ilub TRADD, poprzez N-kKmowy
podjednostk DED, fgczg sic z domen DED prokaspazy-8, twogz kompleks DISC (ang.
Death-inducing signaling complgxco uruchamia kaskadkaspaz [32, 33]. TNFR-1 oraz
DR-3 aktywup kaspaz-8 poprzez biatka adaptorowe FADD i TRADD. FADD tjes
réwniez biatkiem padrednicacym dla DR-4 oraz DR-5 [34], dlategaztgest uwaane za

uniwersalne biatko adaptorowe dla DRs [35]. Kaspghzmaze indukowa proces
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apoptozy na drodze dwoch mechanizmow: (a) h@epoiej aktywacji kaspazy
wykonawczej, kaspazy-3 oraz (b) proteolizy proaptyznego biatka Bid (and8H3
interacting domain death agonjstw wyniku ktorej dochodzi do powstania skroconej
postaci tBid (angtruncated Bidl, wigzacej st z biatkiem Bax (angBCL2-associated X
protein). Nastpuje woéwczas translokacja powstatego kompleksu dmctmondrium,
uwolnienie cytochromu c, aktywag wewretrzny szlak apoptozy [32].
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Ryc. 2. Szlaki apoptozy; 1A- szlak zeytrzny, 1B- wewmtrzny, 1C- pseudoreceptorowy, 1D-
sfingomielinowo-ceramidowy, 1E- indukowany streseforyginalna rycina zaczerpta
z Stepien i wsp., 2007) [33]

1.4.2.2. Wewntrzny szlak apoptozy

Szlak wewgtrzny apoptozy przebiega z udzialem mitochondridiatego te jest
nazywany szlakiem mitochondrialnym. Do jego aktyjvdochodzi w wyniku wzrostu
stezenia ROS, stresu oksydacyjnego, uszkad@&lA, a take wzrostu stzenia jonéw
Cd* oraz tlenku azotu [36, 37]. Zmiany potencjalu lwego, a w konsekwengcji
zaburzenia przepuszczafco btony mitochondrium powodsgijwyptyniecie okoto 40-stu
biatek zaangswanych w proces apoptozy m.in. cytochromu c/ApafA2Fs (ang.
apoptosis-inducing factoys Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, endonukleazy G, kaspazy-
oraz kaspazy-9 [38-40]. Uwolnienie cytochromu c ddozolu powoduje aktywagj
kaspaz wykonawczych poprzez utworzenie kompleksiocbyom c/Apaf-1 zwanego
apoptosomem [41]. Cytochrom caie st do cytoplazmatycznego biatka Apaf-1 ¢kii
obecndci na jego C-kacu domeny WD-40. Na N-kKwmu taacucha polipeptydowego
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Apaf-1 wystpuje natomiast domena CARD unhaviajaca przyhczenie prokaspazy 9,
aw konsekwencji aktywagj kaspaz wykonawczych [33]. Endonukleaza G i AlFs
powodup kondensagj DNA, podczas gdy Smac/DIABLO oraz Omi/HtrA2 wplywana
aktywacg kaspaz: -3, -7 oraz -9 poprzez znoszenie haraegp dziatania IAPs (ang.
inhibitors of apoptosis[38, 39].

Do najliczniejszych oraz najbardziej poznanych cikdw regulatorowych apoptozy,
wplywajgcych na zmiany przepuszczadod btony mitochondrialnej, natg biatka
z rodziny Bcl-2 (ang.B cell lymphoma gene)2 Wsréd nich wyrG@nia st zaréwno
inhibitory apoptozy (m.in. Bcl-2, Bcl-xl, Mcl-1- mezace do podrodziny Bcl-2), jak
I biatka proapoptotyczne (m.in. Bax, Bak, Bok- rgte do podrodziny Bax oraz biatka
nalezagce do podrodziny BH3- Bad, Bik, Bid) [42].

Wewretrzny szlak apoptozy jest ¢zto nazywany zammg od p53 sciezka
mitochondriall [33]. W odpowiedzi na czynniki stresogenne, biatR63 kedace
czynnikiem transkrypcyjnym wielu genéw zaangaanych w szlak wewtrzny,
przemieszcza eoi do mitochondrium i zwkszapc przepuszczaldo blony
mitochondrialnej powoduje uwolnienie cytochromu Bonadto, biatko p53 nie

hamowa ekspresj inhibitorow apoptozy tj. Bcl-2 [33, 43].
1.4.2.3. Szlak pseudoreceptorowy

Szlak pseudoreceptorowy zaobserwowano w cytotakgydh limfocytach T
i komorkach NK, ktére wytwarzajperforyre, granzym A (GrA) oraz granzym B (GrB)
[44, 45]. GrB indukuje proces apoptozy z udziatertoamondrium, natomiast GrA
Z udziatem gdra komérkowego. GrB wnika do komaérki na drodzecaytiozy, powoduje
proteoliz biatka Bid do skroconej formy tBid, ktéry ulega amslokacji do
mitochondrium, powodygg uwolnienie cytochromu c¢ [46]. W indukcji apoptozy
z udziatem GrA, dochodzi do translokacgdjowej kompleksu SET podlegagmu
proteolizie przez GrA. W konsekwencji, ngaije aktywacja DNA-zy przez jeden
z uwolnionych skfadnikow kompleksu SET. Rmi¢ DNA prowadzi do skierowania

komorki na drog apoptozy [47].
1.4.2.4. Szlak sfingomielinowo-ceramidowy

Szlak sfingomielinowo-ceramidowy przebiega w wynikwickszenia stzenia
ceramidow, w nasgpstwie aktywacji sfingomielinazy, ktora tnie sfingieling na ceramid
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oraz fosfocholig [48]. Ceramidy indukuwj proces apoptozy poprzez kinazy CAPK (ang.
ceramide-activated protein kinages MAPK (ang. mitogen-activated protein kinages
oraz fosfatag CAPP (ang.ceramide-activated protein phosphatas@onadto, ceramidy
mog aktywowa wewretrzny szlak apoptozy poprzez zmgarpotencjalu btony

mitochondrialnej i uwolnienie cytochromu c [33].
1.4.2.5. Szlak indukowany stresem

Szlak indukowany stresem przebiega z udziatenesilit wewntrzplazmatycznej
w wyniku zaburzenia stenia jonéw C& oraz skomasowania biatek podlegaich
nieprawidtowym modyfikacjom posttranslacyjnym. Ngste wowczas aktywacja
kaspazy-12, ktéra uruchamia kaskddaspaz wykonawczych [28]. Wykazano réwinie
ze szlak indukowany stresem n@0 by odpowiedzialny za uruchomienie drogi

mitochondrialnej poprzez czynnik biatkowy Apaf-9J4
1.5. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny jest wynikiem zaburzenia rowrgiwarooksydacyjno-
antyoksydacyjnej, prowadeego do nadmiernej kumulacji ROS [50].skdd ROS
wyroznia sk zaréwno rodniki tlenowe tj. anionorodnik ponadkewy (O.), rodnik
hydroksylowy (OH), tlenek azotu (N, jak i pohczenia tlenu, ktére nieggodnikami tj.
nadtlenek wodoru (40.), kwas podchlorawy (HOCI), tlen singletowADg), a take ozon
(O3) [61]. Szczegdlnie istotne znaczenie ma.@owstaje w mitochondriach jako produkt
jednoelektronowej redukcji tlenu gteczkowego w wyniku niedoskonatego przeptywu
elektronéw przez fcuch oddechowy. Jest usany za mato toksycanforme ROS,
jednake mae ulegé dalszym przemianom do reaktywnego ‘Okiory natychmiast po
powstaniu reaguje z biatkami, kwasami nukleinowyaadz indukuje tacuchowy proces
peroksydaciji lipidow [52].

W swietle tych informacji niezwykle istotn role odgrywa antyoksydacyjny uktad
ochrony organizmu (ADS, an@ntioxidant defense systerma ktéry skiadaj sic dwa
systemy: enzymatyczny i nieenzymatyczny, obegayijantyoksydanty m.in. glutation
(GSH), witaminy A, E i C [53, 54]. W systemie enztycznym wyrania St izoenzymy
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD, anguperoxide dismutagekatalaz (CAT, ang.
catalas@, peroksydag glutationows (GSH-Px, anglutathione peroxidage reduktaz
glutationowy (GR, ang.glutatione reductageoraz transferazglutationowg (GST, ang.
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glutathione S-transfera$¢53]. Gtownym zadaniem ADS jest neutralizacja RO&rona
przed uszkodzeniami komorki przez ROS, azéakamowanie fecuchowych reakcji

wolnorodnikowych [54].
1.5.1. Stres oksydacyjny w komérkach nowotworowych

Prace badawcze nad goROS w procesie kancerogenezy growadzone od
kilkudzieskciu lat w wielu gdrodkach naukowych na catyéwiecie [51]. Wiadomym jest,
ze wptyw ROS na komorki zatg od ich sgzenia i czasu ekspozycji. W warunkach
fizjologicznych, mate stzenia ROS utrzymgj m.in. rownowag redoks oraz regulgj
przekazywanie sygnatow w procesie proliferacji koekd[55]. Nadmierna produkcja
ROS prowadzi natomiast do indukcji transformacjwotworowej. Ponadto wykazano,
ze komorki nowotworowe znajdyjsic w stanie ciglego stresu oksydacyjnego. zJu
w 1977 roku, Swartz i Gutierrez [56] zaobserwowpbdwyzszony poziom ROS
w szczurzej linii komorkowej msaka — Walker 256, co zostalo wéwczas uznane za
analityczny artefakt. Jednzk kompleksowy rozwdj technik laboratoryjnych utlivwit
potwierdzenie  wyspowania stalego stresu oksydacyjnego w  komorkach
nowotworowych poprzez: (a) zgkszory produkcg ROS, (b) kumulaej produktow
reakcji, w ktérych pérednicz ROS, zaréwno w komorkach nowotworowych, jak
i surowicy oraz moczu, (c) zekszenie ekspresji enzymoéw antyoksydacyjnych jako

odpowied, zachodzcego w komorkach nowotworowych, stresu oksydacyriéd].

1.5.1.1. Mechanizmy odpowiedzialne za wygiowanie statego stresu oksydacyjnego

w komodrkach nowotworowych

Pomimo wystpowania cigtego stresu oksydacyjnego wzngch typach komérek
nowotworowych, doktadne mechanizmy mog ttumaczy jego powstawanie, pozosiaj
niewyjasnione [51].

Jednym z potencjalnych mechanizméw odpowiedzialraachvzmaong produkcg ROS
sa zaburzenia przekazywania sygnatdow onkogennychlakaeh tj. RAS-Raf, kaskadzie
kinaz MAPK, kinazy biatkowej PKA (angprotein kinase A [57]. Wykazanoze allel
RAS 2 (Val 19), powodygry konstytutywn aktywacg sciezki CAMP-PKA, zwicksza
produkcg ROS, prowadgc do inicjacji procesu nowotworzenia oraz nabywagniaez
komorki nowotworowe zdolriei do inwazji na gsiednie tkanki i metastazy do odlegtych
organdw [57, 58].
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Zwiekszone sfzenie ROS w komadrkach nowotworowych ioby rowniez wynikiem
chronicznego stanu zapalnego. Udowodniateo m.in. zapalenieotadka, watroby, jak
rowniez wrzodziejce zapalenie jelita grubego (CU, faolitis ulcerosa mog prowadzé
do transformacji nowotworowej [59, 60]. Fragmenszkodzonych, obkjych procesem
zapalnym, komorek powodyjrekrutacg fagocytow. Dochodzi wowczas do indukcji
wzmazonej syntezy ROS, zaburzegj réwnowag redoks komorki. Nagpuje
uszkodzenie DNA, biatek oraz lipidow, co prowadairdzwoju nowotworu. Szczegolnie
istotrg role¢ w procesie kancerogenezy przypisuje miterakcji p53-NO [60]. Dalsza
wzmazona produkcja ROS w komorkach nowotworowychzenby¢ efektem uszkodze
mitochondrialnego DNA (mtDNA) [51].

MtDNA koduje 13 skiadnikbw komplekséw enzymatyczamyencucha oddechowego,
bedacego gtownym miejscem wytwarzania ROS. W komdérkaobwotworowych
wystepuja czesto mutacje mtDNA, ktore powodugdysfunkcje tacucha oddechowego.
Zaburzenia jego funkcjonowania nasilaprodukcg ROS. Istnieje wic korelacja
pomiedzy wystpowaniem mutacji w mtDNA a stresem oksydacyjnym @mkrkach
nowotworowych [51, 61].

Podwyzszone stzenie ROS w komdérkach nowotworowych #edbyé réwniez wynikiem
zwickszonego metabolizmu, co wymagagtego dostarczania ATP. Dochodziewido
aktywnego dziatania teeucha oddechowego wytwargeggo w konsekwencji wksze
ilosci ROS [58].

1.5.2. Stres oksydacyjny a proces apoptozy

Wzmazona produkcja ROS w komorce prowadzi do wyksztaicetznego typu
odpowiedzi, w zalenosci od rodzaju ROS, poziomu oraz czasu trwania stres
oksydacyjnego [51, 62]. Me dog¢ do chwilowego zatrzymania wzrostu i adaptacji
komorek, zwgkszenia proliferacji, diugotrwatego zatrzymania @stu lub starzenia Gi
indukcji procesu nekrozy lub apoptozy [62].

Szczegoblnie wang role w indukcji procesu apoptozy odgrywa®b. Zaleznie od jego

stezenia, komorki mog podlegé proliferacji kydz apoptozie. W warunkach
fizjologicznych, s¢zenie HO, wynosi 5-50 nM. Stopniowy wzrost, deegeénia 0,7 UM

indukuje proliferagi. Komorka kierowana jest natomiast na drogpoptozy kiedy

stezenie HO, oshgnie wartd¢ w przedziale 1-3uM [63].
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Wykazano,ze podwyszone sizenie ROS mige powodowda proces apoptozy poprzez
zwigkszenie przepuszczaliwm blony mitochondrialne), nagtujgce w wyniku
peroksydaciji lipidow. Ponadto, nagkisze ilgci O, s3 generowane w mitochondrium,
powodujc jego uszkodzenia. Dochodzi wowczas do uwolniegiachromu c i aktywacji
kaspaz wykonawczych [51].

Badania Sade i Sarin (2004) wykazaty indgkprocesu apoptozy w limfocytach T,
inkubowanych w warunkach wzmonego stresu oksydacyjnego. Zaobserwowano
podwyzszony ekspresj Bcl-2, oddziatujcego z mediatorersimierci komorki BIM (ang.
Bcl-2-interacting mediator of cell degtloraz indukowalg syntaz tlenku azotu iNOS
(ang.induciblenitric oxidesynthasg a w konsekwencji proces apoptozy [64].
Zwiekszona produkcjia ROS me prowadzi do indukcji sciezki sygnalizacyjnej
JNK/SAPK, aktywugcej proces transkrypcji oraz posttranslacyjnej niiddgji biatek
uczestniczcych w apoptozie [65].

Zdolnaé¢ ROS do indukcji procesu apoptozy daje ztiveos¢ eliminowania komorek
nowotworowych, ,wprowadzag” je, za pomog srodkow farmakologicznych, w stan
wzmazonego stresu oksydacyjnego [51]. W warunkach diwgidego stresu
oksydacyjnego nagtuje zuycie mechanizmédw adaptacyjnych oraz wyczerpanie
zdolngci buforowania. Zastosowanie czynnika wzmagego produkgg ROS mae
prowadzé¢ do nasilenia stresu oksydacyjnego komoérki do takipoziomu,ze zostanie
skierowana ona na dre@poptozy. Obserwacje te mpgiet potencjalne zastosowanie

w selektywnej terapii przeciwnowotworowej [51, 66].
1.6. Metabolizm ksenobiotykow

Biotransformacja ksenobiotykow jest podzielona makcje pierwszej fazy,
obejmupce utlenianie, redukeji hydrolize, oraz reakcje drugiej fazy (syntezy). Gtéwn
role w metabolizmie ksenobiotykOw pierwszej fazy pegiizoenzymy z rodziny
cytochromu P-450 (CYP), wykazge aktywné¢ wieloczynndciowej monooksygenazy
— MFO (angmixed function oxida3g67]. Ich ekspresja zachodzi niemal we wszystkich
tkankach, jednate najwcksz aktywnaé¢ wykazup we frakcji mikrosomalnej wtroby
[68]. S to biatka 0 masie @steczkowej 47-55 kDa, ktére zawigrdjem jako grup
prostetyczp [67]. Izoenzymy z rodziny CYP zwiane § z siateczk
wewmngtrzplazmatycza oraz btom mitochondrialg i1 katalizup reakcje utleniania.

Redukcjazelaza w centrum aktywnym hemu u#hiwia przylagczenie dwoch atomow
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tlenu casteczkowego, gdzie jeden atom zstudo utlenienia substratu, a drugi do
utworzenia cgsteczki wody. Reakcje utleniania ksenobiotykéw gmaja celu
wprowadzenie do ich hydrofobowej struktury grupgool/ch, utatwiajcych sprzganie

w drugiej fazie przemian metabolicznych [69]. Rgaksprzgania polegaj na hczeniu
sie ksenobiotyku lub jego metabolitu z endogennym sabem, wystpujacym zazwyczaj
w formie zjonizowanej i fatwiej wydalagym st z moczem lubzoicig [67, 69]. Do
reakcji syntezy z ksenobiotykami nade sprzganie z kwasem glukuronowym, kwasem
siarkowym, glutationem oraz aminokwasami, acetglagnetylacja. Reakcje sgigania
przebiegaj w dwdch etapach: (a) aktywacji substancji endogenn pod wptywem
nosnikdw energii, m.in. adenozyno-5'-trifosforanu (Al Rrydyno-5'-trifosforanu (UTP),
oraz (b) przeniesienia grupy o wysokim potencjalergetycznym, w ktérym uczestnicz
enzymy z klasy transferaz [67], m.in.: UDP-glukusaylotransferaza (UGTs, angDP-
glucuronosyltransferage sulfotransferazy (SULTSs, angulfotransferas@s transferaza
glutationowa (GST, angglutathione S-transferaye aryloamino N-acetyltransferazy
(NATs, arylamine N-acetyltransferasgs katechol-O-metyltransferaza (COMT, ang.
catechol O-methyltransferaseS-metyltransferaza tiopuryny (TPMT, artgiopurine S-
methyltransferage[70]. W wyniku reakcji drugiej fazy metabolizmusdnobiotykow
dochodzi do detoksykacji poprzez ugratich aktywndci farmakologicznej

I przyspieszenie eliminacji z organizmu [71]. Ef=ki biotransformacji ma by réwniez
aktywacja metaboliczna substancji nieczynnej bicloge do silnie toksycznego
metabolitu, co stalo sipodstawy do poszukiwa lekéw aktywowanych bezgrednio

w komaorkach nowotworowych [68, 71].

1.6.1. Strategie projektowania lekow przeciwnowotwmwych

Rodzina CYP1 sktadagst trzech izoenzyméw: CYP1Al, CYP1A2 oraz CYP1B1
[72]. Zarébwno CYP1Al, jak CYP1B1 bierze udziat w hydroksylacji estronu dokEta-
estradiolu oraz w metabolizmie prokancerogendéw.yBryzte czsto ulegaj nadekspresji
w ludzkich komérkach nowotworowych, dlatega tieh selektywne inhibitory gs tak
pozadanym nargdziem terapeutycznym. Drugie pogtee wykorzystujce podobi@stwo
strukturalne do substratu enzyméw CYP1Al i CYPI1Blestronu, polega na
poszukiwaniu lekéw aktywowanych beZpednio w komoérce nowotworowe;,
charakteryzujcej st podwyzszonym poziomem biatka CYP1B1, a ktérego nie stivar
sie w zdrowych tkankach [68].
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1.6.1.1. Mechanizm dziatania przeciwnowotworowegoandrodze inhibicji CYP1 za
posrednictwem receptora AhR

Ekspresja enzymow CYP1 jest regulowana przez tecepeglowodoréow
arylowych AhR (angaryl hydrocarbon recept9r Jest to czynnik transkrypcyjny, ktory
wigze sk z szerokim spektrum ksenobiotykdéw, w tym kancendge Po zwizaniu
z agonisi, receptor AhRdczy sk z biatkiem zwanym translokazadrows — ARNT (ang.
AhR nuclear translocatdri przemieszcza si do jgdra komorkowego. Kompleks
AhR/ARNT wigze st z wybranymi sekwencjami DNA, oldlanymi jako elementy
odpowiedzi na ksenobiotyki — XRE (argnobiotic response elemeniglaje sygnat do
rozpoczcia procesu transkrypcji wielu genéw [73, 74]. Pdwe to m.in. aktywagj
genow cytochromuCYP1Ali CYP1B1 oraz ich wzm@ong transkrypc. Enzymy
CYP1Al oraz CYP1B1 indukgjwiele prokancerogenéw za fednictwem receptora
AhR. Dlatego te leki dziatlapce antagonistycznie w stosunku do AH&ore hamuj
ekspresi CYP1, wydag sic stanowt rozedmng strategg przeciwnowotworow [73].

1.6.1.2. Leki aktywowane bezpswednio w komdérce nowotworowej

Strategie projektowania lekow przeciwnowotworowygiolega czesto na
blokowaniu szybkich, niekontrolowanych podziatow nmkarek nowotworowych, co
prowadzi do skierowania ich na dro@poptozy. W organizmie ngpuja rowniez
podzialy komérek prawidtowych, ktérych uszkodzenierywolywane lekami
przeciwnowotworowymi jest przyczygnwielu, bardzo powaych dziata ubocznych.
Dlatego te poszukiwane g substancije dulace pro-lekami, ktére ulegajmetabolicznej
aktywacji w komérkach nowotworowych za speaspecyficznie wyspujacych w nich
enzymow [68].Jednym z enzymow, ktory me katalizowd biotransformagj tego typu
zZwigzkow do ich aktywnych form jest CYP1B1 [75]. Jegalakspresj zidentyfikowano
w komodrkach nowotworowych pochagzich m.in.: z jajnika, piersi, mozgu, ptuc,
przetyku, skory, jelita grubegogder oraz wztéw chtonnych [76-78]. Pomimo ekspresji
na poziomie mRNA, enzym ten jest niewykrywalny wawidiowych komadrkach
pochodacych z tych nargow [77, 79]. Dlatego substraty CYP1B1, ktore mboghpy¢
aktywowane do czynnych zyakéw cytotoksycznych bezp@dnio w komdrkach
nowotworowych, wydaj sic by¢ obiecugcymi narzdziami w selektywnej terapii

przeciwnowotworowej.
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1.7. Resweratrol

Historia stosowania resweratrolegh dwdch tysicy lat. Przypuszczagize juz
wtedy ekstrakt z winogron ,darakchasava” byt wyk@tywany przez indyjskich zielarzy
w leczeniu ranych jednostek chorobowych [80]. W latach siedemsitiych XX wieku,
zaobserwowano niski wskiaik zachorowalngci Francuzéw na choroby uktadu sercowo-
naczyniowego, pomimo diety obfitej w tluszcze zwiee, a wec bogate] take
w cholesterol. Za czynnik chraiuy osoby stosgpe talg diete uznano czerwone wino,
ktére Francuzi spgwajg w umiarkowanych iléciach podczas positkdw. Zjawisko to,
nazwane w 1992 roku ,Francuskim Paradoksem” napidaida naukowcédw na trop
chemoprewencyjnych wdaiwosci resweratrolu [81].

1.7.1. Struktura i zrodta resweratrolu

Resweratrol (3,5,4-trans-trihydroksystylben) jestaturalnie wysipujacym

stylbenem, sktadagym st z dwoch piefcieni fenolowych peajczonych mostkiem
etylenowym. Jego biosynteza przebiega z udziatertagy stylbenowej oraz prekursorow
takich jak malonylo-koenzym A oraz p-kumarylo-kogmez A. Wystpuje w postaci
dwoch izomeréw geometrycznych: cis i trans (ryc. Bprma trans-resweratrolu
charakteryzuje si wickszy stabilngcia 1 aktywndcig biologiczra, a pod wplywem
promieniowania UV mze przechodZi w forme cis [82, 83]. Grupa -OH w pozycji 4’
resweratrolu, dzialaga synergistycznie z grupami hydroksylowymi w pgagh 3’ i 5’
maoze warunkowad jego aktywné¢ antyoksydacyjq [84].
Jak doid zidentyfikowano cztery naturalne, posiadaj grupy hydroksylowe
oraz metylowe, analogi trans-resweratrolu: piceaata(B,5,3’,4-tetrahydroksy-trans-
stylben), rapontygenina (3,5,3-trihydroksy-4’-mletg-trans-stylben), pinostylben
(3,3, 4’-trinydroksy-5-metoksy-trans-stylben)  orazpterostylben (3,5-dimetoksy-4'-
hydroksy-trans-stylben) [83].

HO

D o b) Q
OH AN
W g s
’ (D

Ryc. 3. Struktura resweratrolu: a) forma— trandpbha— cis HO
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Resweratrol jest fitoaleksynwytwarzam przez stosunkowo niewiele gatunkow
roslin w odpowiedzi na stres wywotany ¢azy innymi uszkodzeniami mechanicznymi,
promieniowaniem UV, infekgjgrzybicz lub bakteryjma. W roku 1940 resweratrol zostat
po raz pierwszy wyizolowany z korzenia ciewyicy biatej eratrum grandiflorum O.
Loeg [85]. W Japonii, w 1963 roku zidentyfikowano go korzeniu Polygonum
cuspidatunt rosliny, z ktorej uzyskiwano preparkb-jo-kon Znajdowat on zastosowanie
w tradycyjnej medycynie wschodu jako aktywny czynmispomagajcy leczenie m.in.
chorob ukladu sercowo-naczyniowego, zapalenia skdag grzybicy. W winogronach
(Vitis vinifera), bedacych najbogatszyntrédiem resweratrolu, zostat wykryty w 1976
roku. Jego syntez szczegOlnie obfit przy infekcji winogron szar plesniag (Botrytis
cinereg, potwierdzono w epidermiesti oraz skorce owocdéw. Nie wykryto natomiast
obecndci resweratrolu w maizszu winogron [86]. Do chwili obecnej resweratrokizd
wykryty w ponad 70 gatunkach &, m.in.: orzeszkach ziemnyclArachis hipogea
owocach morwy(Morus spp), rdecie japaiskim (Polygonum cuspidatum boréwce
(Vaccinum spp, rdestowcu ostrokiczystym (Reynoutria japonich senesowatych
(Cassia spp, rzewieniowatych(Rheum spp, eukaliptusie Eucalyptu$, sasnie (Pinus
spp), wiechlinowatych (Poa spp., j¢czmieniu Hordeun), ostnicy (Stipa,
koniczynowatychTrifolium spp), chlebowicach(Artocarpus spp, gniotowych(Gnetum

spp), piwonii chinskiej (Poaeonia lactiflora [86-89]
1.7.2. Aktywnas¢ biologiczna resweratrolu

Resweratrol charakteryzuje szerokie spektrum dmiai obejmujce m.in.
wiasciwosci antyoksydacyjne, neuro- i kardio- protekcyjneesiReratrol mge take
dziatat jako czynnik opéniajacy proces starzenia, przeciwgrzybiczo, przeciwbgiie,
przeciwwirusowo, przeciwzapalnie oraz chemoprewgney Posiada zdolr$é
hamowania procesu nowotworowego na wszystkich lrzetapach jego rozwoju:
inicjacji, promocji oraz progresji. Resweratroltjéskze fitoestrogenem [90-92].

Resweratrol odgrywa szczegdlnie istptrole jako czynnik antyoksydacyjny
I przeciwzapalny. Stylben ten wykazuje dziatani¢yaksydacyjne poprzez zmniejszanie
produkcji ROS np. w wyniku wspotzawodnictwa z kogmem Q oraz zmiatania
wolnych rodnikéw produkowanych w mitochondriach ][93Jego aktywnge
przeciwutleniggca zmniejsza istotnie wygiowanie mutagennych modyfikacji

oksydacyjnych DNA, a tale hamuje peroksydacijlipidoéw, prowadzca do powstania
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produktéw aldehydowych zdolnych do tworzenia kaogennych adduktéw z DNA [83].
Losa GA (2003) zaobserwowat pod wptywem resweratmiaczny spadek zawaito
monoaldehydow, dmacych miernikiem stresu oksydacyjnego, w jeddgjastych
komorkach krwi obwodowej (PBMC, andPeripheral Blood Mononuclear Cells
inkubowanych z 2-deoksy-D-ryb9494]. Olas i wsp. (2005) wykazali w trombocytach
krwi zdolng¢ resweratrolu do redukcji stresu oksydacyjnego kotkanego przez
cisplatyre oraz koniugat selen-cisplatyna. Resweratrol pow@d@mniejszenie syntezy
8-epi prostaglandyny F2 (biomarkera procesu pemdsy lipidow) oraz aktywngi
enzymow antyoksydacyjnych, tj.: SOD, CAT, GSH-P%][Ponadto, wykazano dodaini
korelacg pomkdzy wiaciwosciami  antyoksydacyjnymi i kardioprotekcyjnymi
resweratrolu. W modelu niedokrwionego serca - Lathgdfa zaobserwowano zmiatanie
wolnego rodnika DPPH ( and,1-diphenyl-2-picryl-hydrazyloraz hamowanie oksydacji
lipoprotein LDL (anglow density lipoproteipkatalizowanej jonami miedzi [96].

Dziatanie przeciwzapalne resweratrolu istotnie wyatyna jego wart@ jako czynnika
chemoprewencyjnego. Resweratrol posiada zdélnohamowania czynnikéw
transkrypcyjnych tj. NkB. Jest réwnig inhibitorem cyklooksygenazy 1 i 2 (COX-1,-2
ang. cyclooxygenase-1, }2 enzymoOw Kkatalizacych syntez prostaglandyn z kwasu
arachidonowego, zateych od NkB [83]. Rola resweratrolu, w zespole wyniszczenia
nowotworowego (tzw. kacheksji), jako inhibitora fB- zostata zbadana przez Wyke
iwsp. (2004). U myszy otrzymagych resweratrol zaobserwowano zmniejszenie
zdolnaci wigzania NkB do DNA oraz atenuagj efektow przewlekliego procesu
chorobowego [97]. Resweratrol moduluje Zalekspresj cytokin prozapalnych. Badania
prowadzone na mysim modelu cukrzycy wykazaly podywepm 3,5,4-trihydroksy-
stylbenu obnienie poziomu czynnika martwicy nowotworéw TNF (atgnor necrosis
factor) [98].

Zaobserwowano, ze resweratrol wptywa na przebieg cyklu komdrkowego,
jednake wyniki bada rbznig sie w zalenosci od zastosowanego modelu
doswiadczalnego. Horvath i wsp. (2005) wykazali w ilikomorek ostrej biataczki
mieloblastycznej HL60ze resweratrol hamuje reduktarybonukleotydow (RR, ang.
ribonucleotide reductage uczestnicgca w syntezie deoksyrybonukleotydéw [99].
Inhibicja RR wynika ze zdolrgi resweratrolu do zmiatania rodnika tyrozolowego
w kluczowej dla jej funkcjonowania podjednostce R2djednostka ta kontrolowana jest
przez biatko p53, ktore zatrzymuje cykl komérkowyfazie G1. W wyniku inhibicji tego

enzymu dochodzi do uswgia zmutowanych komérek poprzez proces apoptozQ][10
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Zhou i wsp. (2009) wykazali natomiage resweratrol mae wstrzymywa (odwracalnie)
cykl komérkowy w fazie S, w czasie ktérej dochodin naprawy uszkodiaeDNA.
Pomimo, ze nie wykazano indukcji procesu apoptozy na drotkgo mechanizmu,
zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie Siastanowd pozyteczry stratege prewencji
kancerogenzy [101]. 3,5,4’-trihydroksystylben imopowodowé rowniez obnizanie,
zachodzcej tylko w komorkach nowotworowych, ekspresji siwimy, ktora reguluje
proces mitozy. Surwiwina nalg do biatek z rodziny IAPs i hamuje aktywaddkaspazy-
3, -7 oraz -9 [102].

Resweratrol indukuje proces apoptozy zaréwno paprzga) mechanizm
zewrgtrzkomérkowy,  zwazany z  receptorami smierci DRs, oraz (b)
wewngtrzkomorkowy, wywotugcy depolaryzagj btony mitochondrialnej [103].
Resweratrol posiada zdoktodo wywotywania apoptozy zaleej od TRAIL (angtumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligindhalezacego do rodziny TNFR.
Powodowana przez resweratrol selektywna indukcgptzy zalenej od TRAIL nie
zachodzi w zdrowych fibroblastach, a wgtnie w komdrkach nowotworowych
[102,104]. Ponadto, wykazanze dziatanie proapoptotyczne resweratrolu jest heena
od p53, koreluje z zatrzymaniem cyklu komorkowegazozmniejszeniem ekspresiji
surwiwiny [105].

Opisywane w gimiennictwie wyniki bada nad indukcj przez resweratrol procesu
apoptozy zalenego od Fas/CD95 i FasL zmig sie w poszczegolnych modelach
eksperymentalnych. Clement i wsp. (1998) wykazatlolzcé¢ resweratrolu do
zwickszania ekspresji Fas i FasL w linii komérkowejregbiataczki mieloblastycznej
HL60 oraz komorkach raka piersi T47D. Potwierdzoowniez, ze proces apoptozy jest
indukowany w tych komorkach na drodze mechanizmiezmago od Fas [106].
W komorkach raka jelita grubego HT-29 i HCT116 wy&ao, ze resweratrol pomimo,
ze nie posiada zdoldol modulowania ekspresji powierzchniowej Fas, FA3R, 4 oraz
DR5 indukuje proces apoptozy zatej od Fas. Resweratrol powoduje bowiem
redystrybucj Fas, DR 4, DR 5 razem z FADD i prokaspa do tratw lipidowych.
Proces ten zwrany jest z formowaniem kompleksu inigjoggo apoptoz DISC,
stymulacp DRs oraz aktywagj kaskady kaspaz, prowamz w konsekwencji do
apoptozy komérek [107].

Wykazanoze resweratrol posiada rowniedolng¢ indukcji procesu apoptozy na drodze
mechanizmu wewgirzkomérkowego. Dorrie i wsp. (2001) zaobserwowazdi,powoduje

on depolaryzagj btony mitochondrialnej w limfocytach B ostrej f@ezki
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limfoblastycznej, opornych na indukcjapoptozy zatmej od Fas [108].Podobnie,
resweratrol w komorkach siatkdbwczaka (areginoblastoma powoduje utrat potencjatu
btony mitochondrialnej, uwolnienie cytochromu c diytoplazmy oraz aktywagj
kaspazy-3 i kaspazy-9 [109]. Ponadto, Jiang i WBP05) wykazali w linii komorkowej
glejaka U251,7ze stylben ten indukuje translokadBax do mitochondrium, powoduje
takze uwolnienie cytochromu c, aktywadkaspazy-9 i w konsekwencji zapagtkowuje
proces apoptozy [110].
Resweratrol posiada tak zdolnéd¢ do hamowania serynowo-treoninowej kinazy AKT,
bedacej gtownym efektorem 3-kinazy fosfatydyloinozytolk PI3K (ang. phospha-
tidylinositol 3-kinasg[86]. W linii komorkowej raka prostaty LNCaP, vesratrol hamuje
aktywacg PI3K indukujgc w ten sposéb proces apoptozy [111]. Ponadto,08exwsp.
(2006) zaobserwowalie resweratrol obna poziom ufosforylowania AKT w komérkach
nowotworowych macicy: HelLa, EN-1078D, HEC-1A, RL95412]. Wyniki te zostaty
potwierdzone w linii komoérkowej raka piersi MCF-7opzez wykazanie redukcji
fosforylacji AKT, atake aktywacs kaspazy-9 [113]. Ob#enie poziomu fosforylacji
AKT przez resweratrol powoduje rowaieedukcg fosforylacji MDM2 (ang.murine
double minutg negatywnego regulatora p53 [86].
Zaobserwowanaze resweratrol wykazuje zdoléoindukcji apoptozy, zaréwno zaileej,
jak iniezalenej od p53. Dziatanie proapoptotyczne reswertaraalezne od p53,
Zwigzane jest z aktywagjMAPK. Podczas gdy zastosowanieasgych s¢zen prowadzi
do inhibicji transdukcji sygnatu, takzycie matych dawek resweratrolu (1pM-10uM)
aktywuje MAPK [114]. Wykazanoze w nowotworowych komaorkach prostaty, jajnika,
piersi, gtowy i szyi, resweratrol indukuje MAPK wyniku czego nagpuje fosforylacja
p53 [115-118]. Proces fosforylacji seryny 15 w kialp53 mae natomiast hamowa
MDM2 i wplywaé w ten sposdb na jego stabilizacjPonadto, zaobserwowano,
ze w wyniku fosforylacji mae dochodz do acetylacji biatka p53. Fosforylacja seryny
w pozycji 15 lub 33 indukuje acetylgcp53 przez acetylotransferazy: p300/CBP oraz
p300/CBP-associated factor (PCAF). Proces acetyladka p53 zwtksza specyficzrnig
jego wizania do DNA [114]. Narayanan i wsp. (2003) wykaxalandrogenozalee]
linii komorkowej raka prostaty LNCaPze resweratrol obna ekspregj PSA (ang.
prostate- specific antiggn ARA24 (koaktywator AR), NReB p65. Prowadzi to do
indukcji aktywatorow p53 (angp53-responsive gengstj.: PIG7, p2l1, p300/CBP,
a take Apaf-1. Wykazano ponadtg;e za proapoptotyczne, zame od biatka p53,
dziatanie resweratrolu w komérkach LNCaP odpowighfavnie indukcja koaktywatora
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p300/CBP [119]. Zhang i wsp. (2004) zaobserwowatomiast w linii komérkowej raka
piersi MCF-7, zdoln& resweratrolu do aktywacji MAPK i fosforylacji bia p53
w pozycji Ser-15, Ser-20 oraz Ser-392, czego wenikjest acetylacja p53 [120].

Dane literaturowe z ostatniego roku, wykarej zdolné¢ resweratrolu do zwkszania
stezenia ceramidow, podkikja jego warté¢ jako czynnika proapoptotycznego. Kartal
I wsp. (2011), a tate Cakir i wsp. (2011) badali zdolito resweratrolu do indukcji
apoptozy na drodze szlaku sfingomielinowo-ceramielgny odpowiednio w komdérkach
przewlektej biataczki szpikowej K-562 [121] orazreg biataczki mieloblastycznej HL60
[122]. Zaobserwowanae resweratrol powoduje wzrost ekspresji gendw unzecych

w syntezie ceramiddéw (LASS, antpngevity assurance gerjexo skutkuje indukagj
apoptozy [121, 122].

Pomimo  pozytywnych  wynikbw bada prowadzonych nad aktywhads
przeciwnowotworow resweratrolu, mdiwos¢ jego klinicznego zastosowania jest

ograniczona z uwagi na bardzo njgkodostpnasé.
1.7.3. Biodosgpnos¢ i metabolizm resweratrolu

Wchtanianie resweratrolu zachodzi z udziatem gelizczego i jelita ktego.
Przyswajalné¢ resweratrolu, obecnego w diecie, zgl@d formy (posté& zwigzana lub
wolna), w jakiej dostaje sido ukiadu pokarmowego. Resweratrol wepse gtownie
w postaci glikozydu. Proces glikozylacji wptywa bi@dostpnas¢ resweratrolu poniewa
zwic¢ksza jego rozpuszczalf utatwiapc wchianianie z jelit. Resweratrol m®réwnie
wystepowa, w matych ilgciach, w formie niezwizanej [123].

Wykazane w modelu eksperymentalnym vitro protekcyjne dziatanie resweratrolu,
ograniczane jesnh vivo przez jego nisk biodostpnas¢ (ok. 2%) spowodowanszyblky
biotransformagj do siarczanéw oraz, w mniejszym stopniu, do glakianow.

Goldberg i wsp. (2003) wykazalize absorpcja resweratrolu z znych matryc
zywieniowych jest szybka, czemu towarzyswzmazone procesy metaboliczne. Po
podaniu doustnym, resweratrol wykryto w surowicyndaczu, gtdwnie w formie
siarczanow i glukuronianéw, @gjajgc maksymalne gtenie po uptywie ok. 30 minut od
momentu jego sprycia. W surowicy wykazano tylkéladowe ilgci resweratrolu (10-40
nM) w poréwnaniu do skenia, jakie wywa st w celu badania jego aktywém
biologicznej w warunkach eksperymentalnyelvitro (5-100 uM) [124].
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Eksperymenty wykonane na modelu zwgeypm wskazuy na nisk biodosgpnasé
resweratrolu z powodu jego niemal catkowitego meliamu do: trans-resweratrol-3-O-
glukuronidu oraz trans-resweratrol-3-O-siarczana. g@daniu (deylnym i doustnym)
myszom resweratrolu, ¢sfenie trans-resweratrol-3-O-siarczanu byto okotoy trazy
wyzsze ni trans-resweratrol-3-O-glukuronidu. Resweratrol wstaci niezwjzanej
wystepowat natomiast vladowych ilgciach [125, 126]. Istotna rola procesu sgeamia

z kwasem siarkowym w metabolizmie resweratrolu aastrownie potwierdzona
w modelu szczurzych hepatocytow. Zaobserwowano dmowi ze metabolitem
wystepujacym w najwekszym s¢zeniu jest rownie trans-resweratrol-3-O-siarczan [127].
Ponadto, badania Miksits i wsp. (2005) wskazaky,enzymami w cytozolu komoérek
ludzkiej watroby odpowiedzialnymi za powstawanie trans-reswer8-O-siarczanu g
sulfotransferazy SULTs: SULT1A1, SULT1E1, SULT1A2A3 [128].

Proces sprmgania z kwasem glukuronowym zostat giedzony przez Maier-Salamon
I wsp. (2006) w ludzkiej linii raka okgnicy Caco-2. Metabolizm resweratrolu do trans-
resweratrol-4’-O-glukuronidu  (G1) i trans-resweodB-O-glukuronidu  (G2)
katalizowany byt gtébwnie przez UGT, odpowiednio UG dla G1 oraz UGT1Al dla
G2. Metabolitem o najwkszym s¢zeniu byt jednak monosiarczan. Zaobserwowano,
ze przy wyszych dawkach resweratrolu, powstawanie trans-negwé3-O-siarczanu
bylo hamowane. Ponadto, wykazano korelagjomidzy procesem metabolizmu
resweratrolu a jego ifgig transportowaspn przez warsty komorek Caco-2.
Zaobserwowano,ze w przypadku zahamowania metabolizmgdz wysycenia drog
metabolicznych, il& transportowanego resweratrolu przez monowgrs@@aco-2
wzrastata 3,5-krotnie przy ¢geniu resweratrolu 200uM. Wskazuje to na zadeod
stezenia biotransformagj resweratrolu w komorkach Caco-2. Nalewi¢c rozway¢
wykorzystanie takiej zammosci w organizmie ludzkim, ze wzgldu na zwtkszenie
biodostpnasci resweratrolu podanego doustnie [129].

Potter i wsp. (2002) wykazalize metabolizm resweratrolu na drodze
hydroksylacji zachodzi w komorkach nowotworowychudziatem CYP1B1, ktorego
ekspresja na poziomie biatka nie wymije w komorkach zdrowych, a jedynie
transformowanych nowotworowo. Wykazano obéénimzech metabolitow: piceatanolu
(3,5,3",4'-tetrahydroksystylbenu), 3,4,5,4'-tetrangksystylbenu oraz 3,4,5,3,4-
pentahydroksysystlbenfuyc. 4). Metabolitem wysipujacym w najwekszym sgzeniu byt
piceatanol - stylben poznanyzjuwczeniej jako silny czynnik hamuagy proliferacg
komoérek nowotworowych. Wykazanieze resweratrol jest biotransformowany do
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substancji o potwierdzonej aktyw§wp przeciwnowotworowej przez CYP1B1 stanowito
podwaliny nowego mechanizmu dziatania chemoprewjaegy resweratrolu [130]. Piver

i wsp. (2004) wykazalize metabolizm resweratrolu, oprocz CYP1B1, zachod&niez

z udziatem dwoch pozostatych enzymow z rodziny CYRYP1Al1l oraz CYP1A2.
Zmniejszenie iléci powstagcych metabolitow resweratrolu w wyniku zastosowania
inhibitorow CYP1A2 mae $wiadczy o jego kluczowym znaczeniu w biotransformaciji

resweratrolu do tetrahydroksystylbenu i piceatafb8i].
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Ryc. 4. Metabolizm (a) resweratrolu przez CYP1Bltdech metabolitow: (b) piceatanolu, (c)
3,4,5,4'-tetrahydroksystylbenu oraz (d) 3,4,5,3péntahydroksystylbenu

Wykazano, ze resweratrol mae wywiera& dziatanie przeciwnowotworowe poprzez
inhibicje enzymow z rodziny CYP, odpowiadaych za biotransformagj
prokancerogenéw. 2uv 1999 roku Ciolino i wsp. zaobserwowali zdal@wesweratrolu
do hamowania ekspresji CYP1Al poprzez oddziatyezanimiejscem wgizania AhR do

promotora genu kodagego CYP1Al [132]. Resweratrol e rownie powodowd
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inhibicjc CYP1B1 (aktywatora prokancergenéw) na drodze opiga powyej procesu
hydroksylacji do piceatanolu - metabolitu, ktogniuje CYP1B1 [86].

Szerokie spektrum dziatania chemoprewencyjnego eedvolu jest ograniczone przez
jego nislg biodostpncs¢. Badania nad nmiwoscia zwickszenia biodogpnaici
resweratrolu doprowadzity do syntezy nowych analpgéharakteryzujcych s¢ czesto
silniejszym dziataniem przeciwnowotworowym, jak iepbzymi parametrami

farmakokinetycznymi.
1.7.4. Pochodne resweratrolu

Biologiczna aktywné&¢ resweratrolu, a tale jego pochodnych zalg przede
wszystkim od: (a) liczby i potenia grup hydroksylowych oraz metylowych, (b)
wystepowania wizan wodorowych, (c) stereoizomerii, oraz (d) wysiwania wjzan

podwojnych [133].
1.7.4.1. Metylowe pochodne resweratrolu

Przylhczenie grupy metylowe] do struktury stylbenu poweduzwickszenie
lipofilnosci, a take biodosgpnacsci czasteczki. Prowadzone badania nad zadscig
pomicdzy struktug czasteczki a jej aktywniziag biologiczry wykazaty,ze obecné¢ grup
metylowych w pozycji 3, 5 oraz 3, 4, 5 gielenia fenylowego mie zwkksza dziatanie
proapoptotyczne stylbenu [134]. Metylowe pochodesemeratrolu wydaj sic zatem by
obiecupcym narzdziem zaréwno w profilaktyce, jak i leczeniu chorwotworowych.
Badania nad aktywroig biologiczry 3,5,4’-trimetoksystylbenu wykazatye jest silnigj
dziatagpcym, w porownaniu do resweratrolu, zwkiem o potencjalnym dziataniu
przeciwnowotworowym [135-137]. Efekt dziatania &%rimetoksystylbenu (ryc. 5)
w ludzkiej linii komorkowej raka ok#znicy Caco-2, jest 100-krotnie wszy niz
resweratrolu. Jego dziatanie cytotoksyczne wynikamniejszania wevgtrzkomorkowej

puli poliamin alifatycznych oraz zahamowania poligzacji tubulin [138].

O_CHS
0 / O
/
HSC O_CHS

Ryc. 5. Struktura 3,5,4’-trimetoksystylbenu
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Pan i wsp. (2008) wykazaligze dziatanie 3,5,4’-trimetoksystylbenu jest silnzejsod
resweratrolu, w dwdch pozostatych liniach komorkolwyraka jelita grubego: HT29
(IC50=81,31 uM) i COLO 205 (16=6,25 uM) oraz komorkach raka prostaty PC3
(ICs5042,71 uM). Jego dziatanie proapoptotyczne potwandzw komaérkach COLO 205
poprzez uwalnianie cytochromu c, aktywadjaspaz oraz fragmentgcPDNA [136].
W badaniach Weng i wsp. (2009) wykazano zd@n8,5,4'-trimetoksystylbenu do
indukcji apoptozy rownie na drodze mechanizmu weytrekomorkowego. W modelu
eksperymentalnymin vitro raka ptuca potwierdzono olienie potencjatu btony
mitochondrialnej, wzrost proporcji Bax/Bcl-2, aktgeg kaspazy-9 i -3 [139]. Ponadto,
3,5,4'-trimetoksystylben wykazuje zdokitohamowania inwazji komérek gruczolakoraka
ptuca w wyniku fosforylacji JNK oraz p38 [140]. Waodbelu eksperymentalnyin vitro
ludzkich linii limfoidalnych TK6 oraz NH32 z wygtzonym genem p53 (-/-)
udowodnionoze dziatanie proapoptotyczne 3,5,4’-trimetoksystglbgest niezatene od
p53 i prowadzi do aktywacji kaspazy-3 w obu badanijmach komérkowych [141].
Wykazana zdolng 3,5,4’-trimetoksystylbenu do indukcji procesu ajpay
w komaorkach nowotworowych przyczynitacsio syntezy nowej pochodnej resweratrolu:
3,4,4’ 5-tetrametoksystylbenu (3,4,4’,5-TMS/ DMUZ21[142]. Wprowadzenie czterech
grup metylowych, w wyniku zagpienia grup hydroksylowych w strukturze resweratrol
oraz dodania jednej grupy metylowej w pozycji 4 rfgeenia fenylowego (ryc. 6),

prowadzi do zwgkszenia biodogpnasci stylbenu [143].

Ryc. 6. Struktura 3,4,4',5-tetrametoksystylbenu

Badania Sale i wsp. (2004) wykazake stzenie podawanego w dawce 240 mg X kg
resweratrolu i 3,4,4’,5-TMS byto poréwnywalne w @hch i nerkach (AUE12,1,5 ang.
area under the curyew przedziale czasowym 0-120 minuteZinie 3,4,4’,5-TMS byto

natomiast wysze w mozgu, jelicie cienkim oraz btorsiezowej jelita grubego. Struktura
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3,4,4' 5-TMS warunkuje wksz lipofilnos¢, czego efektem jest zdoléto przenikania
bariery krew-mézg i biodogbnas¢ w mozgu. Wartéci AUC dla 3,4,4',5-TMS w jelicie
cienkim i okeznicy bylty, w poréwnaniu do resweratrolu, 10- i Bkrie wyzsze. Weksza
biodostpnas¢ spowodowana jest tynze 3,4,4',5-TMS nie ulega reakcjom sggania
z kwasem siarkowym i glukuronowym z powodu obd&cngrup metylowych. 3,4,4’,5-
TMS jest natomiast biotransformowany do cztereclowglych hydroksylowych
oraz metylowych metabolitow: 3’-hydroksy-3,4,5,étrtametoksystylben (DMU-214), 4'-
hydroksy-3,4,5-trimetoksystylben (DMU-281), 4- hgllsy-3,5,4'-tri-metoksystylben
(DMU-291) oraz 3-hydroksy-4,5,4’-trimetoksystylb@dMU-807) (ryc. 7) [143].

W modelu eksperymentalnym vivo wykazano,ze zamiana w ¢gteczce resweratrolu
grup hydroksylowych na metylowe oraz wprowadzenselatkowej grupy metylowej
w pozycji 4 powoduje zniesienie hamowania ekspré§)X. Zaobserwowano jednak
zachowanie zdolrfoi do modyfikowania poziomu prostaglandyny E2 (PZEang.
prostaglandin E2 Wykazano,ze 3,4,4',5-TMS powoduje obignie poziomu PGE-2,
ktory koreluje ze zmniejszeniem rozmiarow guza [|144

3,4,4',5-TMS hamuje proliferagjnowotworowych linii komdrkowych, nie wywierg]
wptywu na komorki zdrowe. 1§ w linii komorkowej ludzkich fibroblastow WI38
wynosito 50 pM, podczas gdy w komorkach transformoych nowotworowo WI38VA
wartas¢ ta byta 100-krotnie msza. Udowodnionoze 3,4,4’,5-TMS wykazuje zdoldé
indukcji procesu apoptozy wydznie w linii komorkowej WI38VA poprzez:
(@) zwickszenie proporcji transkryptow Bax/Bcl-2, (b) wazrogoziomu biatka p53
oraz Bax, (c) aktywaej kaspaz, oraz (d) fragmentacDNA. W poréwnaniu do
resweratrolu, powoduje on #zm szybciej agregagj mitochondribw wokot gdra
komoérkowego. Obraz morfologiczny komérek WI38VA glezmianie ju po trzech
godzinach inkubacji. Zdoldé 3,4,4,5-TMS do selektywnego dzialania
proapoptotycznego, wygznie w komoérkach nowotworowych e wicc by¢ wynikiem
aktywacji szlaku wewsgtrzkomorkowego [145].

3,4,4',5-TMS w ludzkich liniach komorkowych rakaepsi MCF-7 oraz MDA-MB-435
wykazuje take silniejsze, w porownaniu do resweratrolu, dzigaytotoksyczne. Iston
réznicag wykazam przez Ma i wsp. (2007) w indukcji procesu apopt@Est zwekszona
zdolng¢ 3,4,4',5-TMS do wywotywania polimeryzacji tubulinipziatanie 3,4,4’,5-TMS
w skzeniu 2,5uM jest porownywalne do efektow uzyskiwdnpezez chemioterapeutyki

w 4-krotnie wyszym s¢zeniu, tj. paklitaksel. Wyniki badawskazug, ze 3,4,4’,5-TMS
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jest zwizkiem o potencjalnym, wielokierunkowym dziataniuz@ciwnowotworowym

[146].

_CHs

(@]
CH3
O X o
(@]

I
CHs

DMU-291

DMU-281 DMU-807

Ryc. 7. Metabolity 3,4,4’,5-tetrametoksystylbenu

Przyhczenie grupy metylowej w pozycji 2 péerenia fenylowego miae
powodowa zwickszenie selektywnego dziatania przeciwnowotworowstytbenu jako
inhibitora CYP1B1 [147]. Badania nad zdddom 2,2’,4,6'-tetrametoksystylbenu do
hamowania CYP1B1 wykazaly 175-krotnie ¢ckéze dziatanie selektywne wezdkem
CYP1B1, w porownaniu do CYP1Al. Potwierdzono zgkze zdolnd¢ 2,2’,4,6'-
tetrametoksystylbenu do hamowania CYP1B1 byla &BAke wysza ni CYP1AZ2.
Badany zwizek powodowat obaenie zarowno ekspresji, jak i aktywdoo CYP1B1,
stapc sk cennym nargdziem, pomocnym w zdefiniowaniu witawosci tego izoenzymu
[148].
tetrametoksystylbenu (TMS) (ryc. 8) w stosunku d6P@B1 byta 50-krotnie wisza,

Chun i wsp. (2001) wykazali,ze selektywné& dziatania 2,3',4,5-

w porownaniu do CYP1A1l. Ponadto zaobserwowarqgego zdolnét inhibicji CYP1B1
byta 500 razy wisza nk CYP1A2 [149]. Wyniki bad& Kim i wsp. (2002) réwnig

udowadniad, ze zasipienie w czasteczce resweratrolu grupy hydroksylowej grup
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metylong w pozycji 2, zwgksza selektywn& dziatania w stosunku do CYP1B1,
w poréwnaniu do pozostatych izoenzymow CYP1l. Wykazae TMS byt najsilniej
dziatapcym inhibitorem CYP1B1 [150]. CYP1B1 zostat wykryty 70% analizowanych
prob guzéw piersi. Ze wzedlu na jego udziat w procesie hydroksylacji estragen
bedacym kluczowym etapem powstawania nowotworow zajeh od tych hormonow,
metylowe analogi resweratrolu, tj. TMSa spotencjalnym nakdziem w terapii
nowotworow piersi. Chun i wsp. (2005) wykazali Harge pomiedzy proapoptotycznym
dzialaniem TMS, a jego zdolécg do inhibicji CYP1B1 w ludzkiej linii komorkowej
raka piersi MCF-7 [151]. Badania Park i wsp. (20@rzeprowadzono natomiast na
nowotworowych komérkach piersi MCF-7 z wtdrnie wgtwory oporngcia na
tamoxifen. Wykazano,ze TMS powoduje zahamowanie polimeryzacji tubuliny
oraz formowania mikrotubul, zatrzymanie cyklu kokmwego w fazie G2/M,
a w konsekwencji apoptezTMS hamuje rownie aktywna¢ kinazy MAPK, FAK (ang.
focal adhesion kina3e AKT i p38. Indukcja apoptozy dotyczyta 80%-90%nkdrek
nowotworowych po 48 godzinach hodowli. Wyniki badaskazug, ze TMS mae by
zZwigzkiem wykorzystywanym w terapii przeciwnowotworowejobiet, u ktérych

rozwineta sk oporng¢ na hormonoterapi[147].

Ryc. 8. Struktura 2,3',4,5-tetrametoksystylbenu

Opisywane w g@miennictwie wyniki bada nad zdolnécia metylowych pochodnych
resweratrolu tj. TMS (2,3,4,5-tetrametoksystylberoraz 3,4,4',5-TMS (3,4,4',5-
tetrametoksystylben) do indukcji procesu apoptomgkazuj na ich potencjalne
zastosowanie jako skutecznych zmkow chemoprewencyjnych. \Avietle tych danych
zsyntetyzowano zweek 2,3',4,4’,5’-pentametoksystylben (PMSydhcy hybrydy TMS

i 3,4,4', 5-TMS (ryc. 9) [152].
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Ryc. 9. Struktura 2,3',4,4’,5'-pentametoksystylbenu

Badania Li i wsp. (2009) wykazatye PMS indukuje proces apoptozy w ludzkiej linii
komorkowej raka okwzznicy HT-29. Udowodniono jego zdolé®d do rozszczepienia
polimerazy PARP (angpoly ADP-ribose polymerayeoraz fragmentacji DNA. PMS
zwicksza take polimeryzagj mikrotubul, w wyniku czego dochodzi do zatrzymania
cyklu komorkowego w fazie G2/M i procesu apoptoajemego od kaspaz. Wykazano,
ze PMS jest zdolny do indukcji apoptozy poprzez wakige kaspazy-3, -7, -8 oraz
kaspazy-9, czemu towarzyszy okemie poziomu fosforylacji Akt [152]. Ponadto, Li
i wsp. (2010) zbadali dziatanie chemoprewencyjneSPRMmodelu eksperymentalnyim
vivo kancerogenezy jelita grubego wywotanej przez AQ@g(azoxymethareoraz DSS
(ang.dextran sodium sulphgtePMS podawany przez okres 16 tygodni myszom Balb/
w dawce 50 mg/kg m. c. hamowat prolifekadjomoérek raka okznicy, indukupc
jednoczénie proces apoptozy. Zaobserwowanazsmy poziom fosforylacji AKT,
inaktywacg B-kateniny oraz obaenie poziomu INOS. Prowadzone rownolegle badania
in vitro na mysiej linii komdrkowej gruczolakoraka jelitaugego Colon 26 rownie
wykazaty proapoptotyczne dziatanie PMS na drodzendweania fosforylacji AKT
oraz inaktywacji p-kateniny. Uzyskane wyniki w mysim modelu AOM/DSSog
stanowé podwaliny skierowania PMS do dalszych ha#bnicznych [134].
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2. ZALOZENIA | CEL PRACY

Wsréd wielu zwizkéw pochodzenia naturalnego wykagyich wiaciwosci
przeciwnowotworowe, szczegolnie istgtrrole odgrywa resweratrol. Zwzek ten,
zaklasyfikowany jako fitoaleksyna, posiada zdétho hamowania procesu
nowotworowego na wszystkich trzech etapach jegavoqz inicjacji, promocji oraz
progresji. Wykazuje ponadto wiawosci antyoksydacyjne, przeciwnidzycowe
i neuroprotekcyjne. Najbogatszyirmodiem resweratrolu w diecie cztowiekawsinogrona
oraz czerwone wino, ktérego dziatanie kardioproygke zwihzane jest, jak siuwaza,
z zawartdciag tego naturalnego stylbenu. Pomimo intensywnyctabadowadzonych nad
biologiczrg  aktywndgcia  resweratrolu, jego zastosowanie jako czynnika
chemoprewencyjnego jest esto poddawane w atpliwos¢ z uwagi na bardzo nigk
biodostpnas¢. Badania nad nmtiwoscia zwigkszenia biodogpnaici resweratrolu
doprowadzity do syntezy nowych pochodnych, chargktgacych s¢ czesto nie tylko
lepszymi  parametrami  farmakokinetycznymi, ale i nisiiszym dziataniem
przeciwnowotworowym. Wprowadzenie grup metylowych piekcienia fenylowego
moze zwiksza stabilng¢ stylbenu, czynjic go mniej podatnym na dziatanie enzymow |l
fazy biotransformacji ksenobiotykow i offiajac w ten sposob eliminacgz organizmu.
Zmiana podstawowej struktury stylbenu poprzez pradnie grup metylowych nie
prowadz¢ rowniez do zwkkszonej lipofilngci, biodosgpnasci oraz selektywnei
dziatania przeciwnowotworowego. YWietle przytoczonych danych, rmma stwierdz,
ze poszukiwanie metylowych analogow resweratroltiyeasadniog proby wytypowania
potencjalnie skutecznyciodkéw chemoprewencyjnych.

Celem pracy jest wykazanie dziatania przeciwnowobwego, wybranego
sparod 12 pochodnych, metylowego analogu resweratrolu modelach
eksperymentalnycim vitro orazin vivo.

Celem czsci eksperymentalne vitro jest:
» wyselekcjonowanie  odpowiedniego  metylowego  analogrtesweratrolu

0 najwyzszej aktywnéci cytotoksycznej,

» wybor nowotworowej linii komorkowej 0 najwkszej i najmniejszej widiwosci
na wybram metylowg pochodr resweratrolu,
» préba wyjdnienia mechanizmu dziatania przeciwnowotworowegobragej

metylowej pochodnej resweratrolu poprzez indgkepcesu apoptozy na drodze:
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1. zmian ekspresji genow, ktérych produkty biatkoweeastnica w regulacji
szlaku receptorowego i mitochondrialnego apoptozy,
2. obnizenia ekspresji mMRNA i biatka izoform cytochromu BA4&YP1B1
oraz CYP1A1,
3. indukcji stresu oksydacyjnego.
Celem cgsci eksperymentalnen vivo jest weryfikacja dziatania przeciwnowotworowego
wybranego metylowego analogu resweratrolu w modeisich ksenograftow SCID,
ktorym zostaly wszczepione, najbardziej irae na wybrany zwjzek, ludzkie komorki
nowotworowe. Cel zostat zrealizowany poprzez pom@nvi@ rozmiarOw guza pogdzy
grupa kontrolmp a grup badam, otrzymupca wyselekcjonowasm metylowg pochodn
resweratrolu.
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3. MATERIALY | METODY
3.1. Odczynniki i sprzt
3.1.1. Hodowla komoérek

Materiat:

- trzy ludzkie linie komoérkowe raka piersi: MCFVDA-MB-231, MDA-MB-157,
- dwie ludzkie linie komorkowe raka jelita grubed@®VO, DLD-1,

- dwie ludzkie linie komorkowe raka jajnika: A-2788K0V-3,

- dwie ludzkie linie komorkowe raka ptuc: CALU-1;249,

- dwie ludzkie linie komorkowe raka szyjki maci¢yelLa, C33A (tab. 1).

Badane zwjzki:

- 3,4,4' 5'-tetrametoksystylben (3,4,4’,5-TMS) 334,5"-tetrametoksystylben (3,3',4,5'-
TMS), 3,3',5,5'-tetrametoksystylben (3,3',5,5-TMS3',4,4’,5-tetrametoksystylben
(3',4,4',5-TMS), 2’,3,4,4’- tetrametoksystylben (2,4,4’-TMS), 2',3,4,4',5'-
pentametoksystylben (2',3,4,4’,5-PMS), 2’,3,3 disametoksystylben (2°,3,3",4-TMS),
2',3,3",4,4-pentametoksystylben (2’,3,3,4,4-PMS3),4’,5-trimetoksystylben (3,4’,5-
tMS), 3,4,4’ 5-tetrametoksystylben (3,4,4’,5-TMS8)3’,4,5,5’-pentametoksystylben
(3,3,4,5,5-PMS), 3,3',4,4’,5,5-heksametoksystgib(3,3',4,4’,5,5-HMS) (tab. 2).

Odczynniki:

- DMEM, RPMI, McCoy's, F-12 K, ABAM (100 U/ml pengtiny, 1mg/ml
streptomycyny, 100 U/ml nystatyny), L-glutaminaggdwa surowica bydta FBS (ang.
fetal bovine seruin PBS (ang. phosphate buffered salipe trypsyna-EDTA,
dimetylosulfotlenek DMSO (angdimethyl sulfoxidg Trypan blue (Sigma-Aldrich,
USA).

Sprzet:

- ptytki do hodowli komérkowych 6-, 24-, 96-dotkoweutelki hodowlane o pow. 25 ém
75 cnf i 175 cnf, polipropylenowe probéwki wiréwkowe 15 ml i 50 npiytki Petriego
¢ 10 cm (Corning Inc., USA),

- pipety Pasteura (Medlab, Polska),

- pipety 10 ml i 25 ml (BD Biosciences, USA),

- probéwki do zamraania komaorek (Nalgene Comp., USA),
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- pompa praniowa Biochem-VaccuCenter BVC 21 (Vaccubrandt, Nigm

- komora laminarna Bio-Ban 48 (Dow Chem. Comp., tHig,

- inkubator,model 490-1CELabLine Instruments Inc., USA),

- mikroskopswietiny TS 100, kamera Digital Sight Camera Sys{dikon, Japonia).
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Tab. 1. Badane linie komérkowe

Ludzka linia komorkowa: Pochodzenie linii komarkowsg Hodowla Cecha charakterystyczna linii Medium hodowlane
komérkowa, rodzaj komérkowej
- raka piersi MCF-7 Tkanka nabtonkowa izolowana adherentna - ekspresja receptora estrogenowego, BRBMEM+10%FBS+2,5mM L-
Z wysiku ptucnego - brak ekspresji kaspazy 3 glutamina
- raka piersi MDA-MB-231 Tkanka nabtonkowa izolovean adherentna - brak ekspresji receptora estrogengwego RPMI+10%FBS+2,5mM L-
Z wysiku ptucnego ER- glutamina
- ekspresja TGk
- raka piersi MDA-MB-157 Tkanka nabtonkowa izolovean adherentna - brak ekspresji receptora estrogengwego RPMI+10%FBS+2,5mM L-
ze szpiku kostnego ER- glutamina
- ekspresja onkogenu WNT7B
- raka jelita grubego LoVo Tkanka nabtonkowa izodma adherentna - ekspresja onkogenoéw: c-myc, K-ras, H- DMEM+10%FBS+2,5mM L-
z wezta chlonnego ras, N-ras, Myb, sis, fos glutamina
- raka jelita grubego DLD-1 Tkanka nabtonkowa izedéma adherentna - ekspresja p53, mutacja C241T skdhuj) DMEM+10%FBS+2,5mM L-
z gruczolakoraka okgnicy zamian seryny na fenyloalanin glutamina
- raka jajnika SKOV-3 Tkanka nabtonkowa izolowana adherentna - opof6 na dziatanie TNF, cisplatyny orag DMEM+10%FBS+2,5mM L-
z wodobrzusza adriamycyny glutamina
- wrazliwa na paklitaksel
- raka jajnika A-2780 Tkanka nabtonkowa izolowana adherentna - widiwa na doksorubicyy taksol, DMEM+10%FBS+2,5mM L-
Z guza jajnika etopozyd, winkrystya glutamina
- raka ptuc CALU-1 Tkanka nabtonkowa izolowana adherentna - ekspresja onkogenu K-ras McCoy's+1B42BmM
z oplucnej Lpglutamina
- raka pluc A-549 Tkanka nabtonkowa izolowanad adherentna - synteza nienasyconych kwasow F-12K+10%FBS+2,5mM L-
z gruczolakoraka ptuca tluszczowych prowadga do rozktadu glutamina
cytydyno-difosfocholiny
- raka szyjki macicy HelLa Tkanka nabtonkowa izoloaa adherentna - zawietpgekwencje wirusa HPV-18 DMEM+10%FBS+2,5mM L-
z gruczolakoraka szyjki macicy - niska ekspresja p53 glutamina
- prawidtowy profil ekspresji genu
supresorowego pRB
- raka szyjki macicy C33A Tkanka nabtonkowa izoloaa adherentna - brak sekwencji wirusa HPV-18 DMEM+10%FBS+2,5mM L-

z gruczolakoraka szyjki macicy

- zwiekszona ekspresja p53
- nieprawidtowy profil ekspresji pRB

glutamina




Tab. 2. Struktura badanych metylowych pochodnysivegatrolu

Nazwa zwhzku Poz. 3 (=R) Poz. 4 (=R) Poz. 5 (=R) Poz. 2' (=R Poz. 3' (=R) Poz. 4' (=F) Poz. 5 (=R)
3,4,45-TMS -OCH; -OCH; -H -H -H -OCH, -OCH;
3,3,4,5-TMS -OCH; -OCH; -H -H -OCH; -H -OCH;
3,3',5,5-TMS -OCH; -H -OCH; -H -OCH; -H -OCH;
34,4 5TMS H ~OCH, ~OCH, H “OCH; “OCH, H
2',3,4,4-TMS -OCH; -OCH; -H -OCH; -H -OCH; -H
2',3,4,4 5-PMS -OCH; -OCH; -H -OCH; -H -OCH; -OCH;
2',3,3',4-TMS -OCH; -OCH; -H -OCH; -OCH; -H -H
2',3,3,4,4-PMS -OCH; -OCH; -H -OCH; -OCH; -OCH; -H
3,4',5-tMS -OCH; -H -OCH; -H -H -OCH; -H
3,4,4' 5-TMS -OCH; -OCH; -OCH; -H -H -OCH; -H
3,3,4,55-PMS -OCH, “OCH; “OCH, H “OCH, H ~OCH,
3,3.4,455-HMS -OCH, “OCH; ~OCH H “OCH, ~OCH, “OCH,




3.1.2. Test MTT

Odczynniki:
- DMEM, FBS, ABAM, MTT, DMSO (Sigma-Aldrich, USA).

Sprzet:
- wytrzasarka ptytek DTS-4 (Sky Line, totwa),
- czytnik piytek EIx-800 (BioTek, USA).

3.1.3. Test ELISA

Odczynniki:

- Cell Death Detection ELISA"®, kit w sktad ktérego wchodz przeciwciato anty-histon
znakowane biotyq) przeciwciato anty-DNA spezone z HRP, kontrola pozytywna, bufor
do inkubacji, bufor lizujcy, bufor do substratu, substrat ABTS w tabletkaciziwor
ABTS STOP, ptytki z streptawidgn(Roche Diagnostics, Niemcy),

- PBS (Sigma-Aldrich, USA).

Sprzet:
- wytrzasarka ptytek DTS-4 (Sky Line, totwa),
- czytnik ptytek EIx-800 (BioTek, USA).

3.1.4. Oznaczenie aktywniei kaspazy 3 oraz 7

Odczynniki:
- Caspase-Gf®3/7 Assay Kit (ProMega, USA),
- ptytki 96-dotkowe (Corning Inc., USA).

Sprzet:
- luminescencyjny system wizualizacji IVIS® SpeatrXenogen, USA)

3.1.5. Detekcja stresu oksydacyjnego przyzyciu dioctanu 2’-7’- dichlorofluorescyny
(H,.DCF-DA)

Odczynniki:
- H.DCF-DA, Hank’s balanced salt solution (HBSS) (SigAldrich, USA),

- etanol (POCh, Polska).
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Sprzet:
- mikroskop fluorescencyjny z odwrécpfaza TS 100, kamera Digital Sight Camera System
(Nikon, Japonia).

3.1.6. Cytometria przeptywowa

Odczynniki:
- PBS, jodek propidyny, rybonukleaza A (Sigma-Adtii USA),
- etanol (POCh, Polska).

Sprzet:
- cytometr przeptywowy FACSCanto (Becton Dickindginsciences, USA).

3.1.7. 1zolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Odczynniki:

- TRItidy G (Applichem, Niemcy),

- chloroform, izopropanol, etanol (POCh, Polska),

- Quant-iTY RNA Assay Kits (Invitrogen, USA),

- zestaw do odwrotnej transkrypcji, w sktad ktoregmhodz: 5xFirst Strand Buffer, 0,1
M DTT, odwrotna transkryptaza SuperScriptTM Il ReseeTranscriptase 200 U/
inhibitor rybonukleaz Rnase OUT 40W(Invitrogen, USA),

- heksamery, oligo-dT, dNTP 25mM (Novazym, Polska).

Sprzet:
- probowki 0,2 ml oraz 1,7 ml (Axygen, USA),
- Qubit™ Fluorometer (Invitrogen, USA),

- termoblok TS-100C (Biosan, totwa).
3.1.8. Amplifikacja cDNA

3.1.8.1. Amplifikacja cDNA za pomog metody RT-gPCR (ang.Real-time
quantitative PCR)

Odczynniki:
- LightCycler® 480 Probes Master (Roche Diagnostiismcy).
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Startery:

Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonokjeddw IBB PAN, Warszawa

(tab. 3).

Sondy:

Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roclagbostics, Niemcy) (tab. 3).

Sprzet:

- LightCycle® Instrument 480 Multiwell Plate 96 (Roche DiagnostiNiemcy),
- ptytki LightCycle® 480 Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics, Niemcy)

Tab. 3. Startery i sondy wykorzystane w reakcji FFICR

Gen Sekwencja (kierunek 5’-3) Nr Nr NCBI Produkt
sondy (p2)
5’ ggggcgttgtgtctttgtaa 3’
CYP1Al1 5' tgggttgacceatagetict 3 59 NM_000499.3 64 pz
CYP1B1 51 ggcattagagtcaactacacaqagc 3 61 NM_000104.3 67 pz
5’ gaatggcaagtgccaaaaa 3
ARR | 2 99aggtigcagagecaag 3 19 | NM_001621.4| 62 pz
5’ acggagtctcggtctattgc 3
5’ aagtcccttgccatcctaaaa 3’
ACTB 5’ atgctatcacctcccctgtg 3’ 55 NM_001101.3 9l pz
5’ ctctgctcectectgttcgac 3’
GAPDH 5’ acgaccaaatccgttgactc 3’ 60 NM_002046.3 112 pz

3.1.8.2. Amplifikacja cDNA za pomog metody PCR-array

Odczynniki:

- LightCycler® 480 Probes Master (Roche Diagnostiismcy),

- RealTime ready Human Apoptosis Panel 96, (Rodagrostics, Niemcy).

Sprzet:

- LightCycle® Instrument 480 Multiwell Plate 96 (Roche DiagnostiNiemcy).

3.1.9. SDS-PAGE i Western blotting

Odczynniki:
- RIPA (Sigma-Aldrich, USA),

- Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad, USA),
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- przeciwciata: przeciwciato krolicze I¢dowe anty-CYP1B1 (rabbit polyclonal I1gG, sc-
32882), przeciwciato krélicze I-¢dowe anty-CYP1A1 (rabbit polyclonal IgG, sc-20772),
przeciwcialto mysie I-rgddowe  anty-AhR (mouse monoclonal g sc-133088),
przeciwciato Il-redowe skierowane przeciw-globulinie kréliczej, skoniugowane
z peroksydagz chrzanow (goat anti-rabbit IgG-HRP, sc-2004), przeciwciditozedowe
skierowane przeciw-globulinie mysiej, skoniugowane z peroksyglahrzanow (rabbit
anti-mouse 1gG-HRP, sc-3589), arfiyaktyna (goat polyclonal 19G-HRP, sc-1616),
(SantaCruz Biotechnology, USA),

- zel PAA (Sigma-Aldrich, USA),

- Immun-Blot PVDF Membrane (Bio-Rad, USA)

- klisza rentgenowska (Kodak, USA),

- Super Signal West Femto (Thermo Scientific, USA).

Sprzet:
- Mini-PROTEAN Electrophoresis System (Bio-Rad, USA

3.1.10. Transfekcja komorek raka jajnika A-2780

Odczynniki:

- plazmid pcDNA 3.1 (zeo-) — Luc, zawiegay gen lucyferazy pod kontrplpromotora
CMV,

- plazmid kontrolny pcDNA 3.1 (zeo-) — GFP,

- Lipofectamine LTX, PLUS reagent (Invitrogen, USA)

- Zeocin (Invitrogen, USA).

Sprzet:
- ptytki 96-, 48-, 24-, 6- dotkowe, ptytki PetriegalO cm (Corning Inc., USA),
- luminescencyjny system wizualizacji IVIS® Speatr@Xenogen, USA).

3.1.11. Model eksperymentalny mysich ksenograftowC3D (ang. severe combined
immunodeficiency)

Materiat:
- komorki A-2780 transfekowane plazmidem pcDNA Zé&o-) — Luc,
- myszy SCID (samce, n=10).
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Odczynniki:
- lucyferyna (Potassium Luciferin, 1g) (Gold Bid@ology, USA),

- ptyn wziewny do znieczulenia ogolnego Forane (@thdJSA).

Opis zwierzat:
Myszy z wrodzonym defektem odpoteo SCID, pozbawione funkcjonalnych
limfocytow B i T.

Pochodzenie:

Autosomalna, recesywna mutacja gesuid zostata wykryta w 1980 roku we wsobnym
szczepie (C.BKa-lghb/lcr, znanym jako C.B-17). Mys3CID s to homozygoty
z mutacy SCID, ktore okrélone zostaty jako koizogeniczna linia szczepu C/B-1

Kolor siersci: Albino

Wiek: 7 tygodni

Kraj pochodzenia: Niemcy

Sprzet do wizualizacji guza:

- luminescencyjny system wizualizacji IVIS® Spectr(denogen, USA).

3.1.12. Oprogramowanie

- KC Junior v 1.4.1.8 - program stegay czytnikiem BioTek EIx-800,

- ChemSketch Freeware 11, Advanced Chemistry Dpuedot,

- MS Excel 2007,

- GraphPad v. 5.0 - prograneyy do sporzdzenia wykresow oraz analizy statystycznej,
(GraphPad Prism Software, USA),

- Nikon Basic Research, Nikon Imaging Sofware gpam wyty do cyfrowej analizy zdg

z mikroskopu Nikon TS100 (Nikon, Japonia),

- Living Image 3.1 Caliper Life Sciences 2007, peog wspotpracugcy z luminescencyjnym
systemem wizualizac|]VIS® Spectrum (Xenogen, USA).
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3.2. Metody
3.2.1. Hodowla komoérek

Komorki (tab. 1) hodowano w butelkach o powierzcBBicnf, 75 cnf lub 175
cn’. Optymalne warunki hodowlane, tj. temperat8@C, 100% wilgotné i 5% CGQ,
utrzymywano przy pomociykubatora -model 490-1CELabLine Instruments Inc., USA).
Jako medium hodowlane zastosowano, zzaée od rodzaju komorek, ppwke DMEM,
RPMI, McCoy's lub F-12 Kuzupetnion o 2,5 mM L-glutamig oraz 10% FBS. W celu
unikniccia zakaenia hodowli, do medium dodawano mieszanirantybiotykdw
i antymykotyku (ABAM, 100 U/ml penicyliny, 1mg/ml streptomycyny, 100 U/ml
nystatyny).

Po uzyskaniu padanej liczby, komorki przemywano dwukrotnie buforaeforanowym
PBS, a naspnie odtrawiano od podia za pomog 10% trypsyny/EDTA. Dziatanie
trypsyny hamowano poprzez dodanie FBS.

Komorki zliczano z ayciem komory Burkera i mikroskopéwietinego, a naspnie
rozcienczano do odpowiedniegogsenia. Pasge komaérek przeprowadzano w warunkach
jatowych, w komorze z przeptywem laminarnym. W celykonania testu MTT, testu
ELISA oraz oznaczenia aktywém kaspazy 3 i 7, komorki wysiewano na ptytki 96-
dotkowe (Corning Inc., USA), w liczbie 20 000 korekfdotek. W przypadku detekcji
stresu oksydacyjnego, komorki wysiewano na ptytetriego ¢ 10 cm (Corning Inc.,
USA) wilosci 1 miliona komorek/dotek. W dwiadczeniach, w ktorych ok§kano
natomiast wptyw 3,4,4’.5-TMS na eksprgdjadanych gendéw, komorki wysiewano na
ptytki 6-dotkowe (Corning Inc., USA), w liczbie lilwna komorek/dotek. Komorki A-
2780, ktére wszczepiono myszom transgenicznym S@i@owano w butelkach 175 ém

(Corning Inc., USA) do momentu uzyskania liczbyr8iionéw (3 min/1 mysz).
3.2.2. Ocena cytotoksyczrigi badanych zwiazkéw za pomoaq testu MTT

Test MTT opiera si na zdolnéci dehydrogenazy mitochondrialnej, Zywych
komoérkach, do redukowania pomacaowej soli tetrazolowej (MTT) do fioletowego
formazanu.

Komorki (tab. 1) wysiewano na ptytki 96-dotkoweqi@ing Inc., USA), w iléci
20 000 komorek/dotek. Po uptywie 24 godz. i 72 gaadizgano medium i dodawano

roztwory badanych zwzkow (tab. 2) o gteniu 10 uM. Po 24- i 72- godzinnej inkubacji,
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medium z badanymi zwzkami $ciagano, a nagpnie dodawano 150 pl medium oraz
20 pl MTT w PBS o steniu 5mg/ml. Po uptywie 4 godz. komorki wirowano
3 min./200xg/21°Csciggano dodany uprzednio roztwor MTT, po czym dodawzoo !
DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Absorbancmierzono z ayciem czytnika ptytek EIx-800
(BioTek, USA), przy dtugéci fali 570 nm (diugéc fali referencyjnej — 650 nm). Do
dalszych etapéw badavybrano 3,4,4’,5-TMS oraz wyselekcjonowano dikiomorkows

0 najwkkszej wraliwosci na badany zweek: linigc raka jajnika-A2780, a take linig
komorkows wywodzca sic z tego samego nowotworu-SKOV3, charakteryzijsic
duzo mniejsa wrazliwoscia na 3,4,4’,5-TMS. Komorki A-2780 oraz SKOV-3 wysiamo
na ptytki 96-dotkowe (Corning Inc., USA), w #a 20 000 komérek/dotek. Po uptywie
24 godz.sciggano medium i dodawano 3,4,4',5-TMS @zshiu: 1 uM, 2,5 uM, 5 uM,
7,5 uM, 10 pM. Po uplywie 24 godzin oraz 72 godathmomentu dodania 3,4,4’,5-
TMS, sciggano medium z 3,4,4’,5-TMS, a ngstie dodawano 150 pl medium oraz 20 pl
MTT rozpuszczonego w PBS a&tniu 5Smg/ml. Po uptywie 4 godz. komorki wirowano
3 min./200xg/21°Csciggano dodany uprzednio roztwor MTT, po czym dodawzoo !
DMSO (Sigma-Aldrich, USA). Absorbancmierzono z ayciem czytnika ptytek EIx-800
(BioTek, USA), przy dtuggci fali 570 nm (dtugéc fali referencyjnej — 650 nm).

3.2.3. Ocena zdolnsti 3,4,4’,5-TMS do indukcji apoptozy

Zdolnas¢ 3,4,4',5-TMS do indukcji apoptozy w komorkach A& oraz SKOV-3
okreslano z wykorzystaniem zestawu Cell Death DetectiBhISAT™YS (Roche
Diagnostics, Polska). Test opierac gna enzymatycznej reakcji immunoprecypitacji
z wykorzystaniem mysich przeciwciat monoklonalnyskierowanych przeciw DNA
i histonom. Pozwala to na oznaczenie mono- i oliggigonsomow we frakcji cytozolowej
lizatow komérkowych. Lizat nanoszony jest na pdyile streptawidys po czym dodaje
sie mieszanig przeciwciat anty-DNA i anty-histony. Podczas inkap przeciwciata
anty-histony waza si¢ z histonovg komponerg nukleosomoéw, twort immunokompleks
Z umieszczoq na piytce biotynylowan streptawidyn. Jednocz@nie przeciwciatlo anty-
DNA znakowane peroksydazhrzanow (HRP, anghourse radish peroxidayésczy st
z komponent DNA nukleosoméw. Ostatnim etapem jest pomiar spéitometryczny
umazliwiajacy okrelenie ilasci powstatych komplekséw anty-histony: histony oesy-
DNA: DNA.
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Komoérki A-2780 oraz SKOV-3 wysiewano na ptytki 96kiowe (Corning Inc., USA),
w ilosci 20 000 komorek/dotek. Po uptywie 24 godziggano medium i dodawano
roztwor 3,4,4’,5-TMS w DMEM o steniu 5 uM oraz 10 pM. Komorki inkubowano
z badanym zvwgzkiem przez 24 godz., po czyfniggano supernatant w celu oznaczenia
ilosci komorek nekrotycznych, a komorki zawieszano w0 30 buforu lizujcego

I inkubowano przez 30 minut. Ptytki z lizatem wiramo (200x g, 10 min., 21°C), po
czym pobierano 20 ul supernatantu i przenoszonptyte znakowayn streptawidyn.
Do kazdego dotka dodano 80 ul przygotowanego uprzednimunoreagentu (4 ul
przeciwciata anty-histon znakowanego biatyi\nti-histone-biotin; 4 ul przeciwciata
anty-DNA sprzzonego z HRP: Anti-DNA-POD; 72 ul buforu do inkubadpcubation
Buffer). Plytke wytrzasano przez 2 godz. (300 rpm, 21°C) w celugzaumia przeciwciat,
po czym usuwano supernatant i przemywano trzykeotniforem do inkubacji. Dodano
wowczas po 100 pl roztworu ABTS w celu identyfikagwigzanych przeciwciat
I wytrzasano przez 20 min. (300 rpm, 21°C). Zatrzymywansicpaie reakaj poprzez
dodanie 100 ul roztworu ABTS Stop Solution. Absoidj@a mierzono z wykorzystaniem
czytnika ptytek EIx-800 (BioTek, USA), przy dtugoi fali A=405 nm iA=490 nm, wobec
mieszaniny zawieragej 100 pul roztworu ABTS oraz 100 pl roztworu ABTS Stplution
jako tto. llaé¢ komorek apoptotycznych oraz diokomaorek nekrotycznych wytano za
pomog wspoitczynnika EF (ang.enrichment factgr obliczonego wg wskasa

producenta.
3.2.4. Oznaczenie aktywniei kaspazy 3 oraz 7

Metoda opiera si na luminescencyjnej reakcji lucyferazy, ktorej itease jest
wprost proporcjonalne do aktyw§w kaspazy 3 oraz 7.

Komorki A-2780 oraz SKOV-3 wysiewano na ptytki-86tkowe (Corning Inc.,
USA), w ilosci 20 000 komorek/dotek. Po uptywie 24 gogélzggano medium i dodawano
roztwor 3,4,4',5-TMS o steniu 5 uM oraz 10 puM. Komoérki inkubowano przez ?diz,
po czyméciagano medium z badanym zmkiem i dodawano odczynnik Caspase-Glo
3/7 (Promega, USA). Komorki delikatnie wydsano (300 rpm, 21°C), inkubowano
przez 1 godz. w temperaturze pokojowej, a ¢pse mierzono luminescencj

z wykorzystaniem systemu wizualizacji IVIS® SpeatrgXenogen, USA).
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3.2.5. Detekcja stresu oksydacyjnego przyzyciu H,DCF-DA

Metoda opiera gina zdolnéci esteraz wewgtrzkomorkowych do hydrolizy grup
acetylowych HDCF-DA, w wyniku ktorej powstaje 2’,7’-dichlorodillyofluoresceina
(H.DCF). LDCF, ulegajc utlenieniu, przeksztatcagsiv fluorescencyjny produkt - 2°,7'-
dichlorofluoresceig (DCF), lzdaca markerem stresu oksydacyjnego.

Komérki A-2780 oraz SKOV-3 wysiewanma ptytki Petriegap 10 cm (Corning
Inc., USA) w ilgci 1 miliona komorek/dotek. Po uptywie 24 godziaggano medium
i przemywano dwukrotnie komorki buforem HBSS (SigAldrich, USA). Nasgpnie
dodawano do komoérek 1 ml HBSS i 10 (XCF- DA rozciéiczonego buforem HBSS
w stosunku 1:100. Po potgodzinnej inkubacji beztgms swiatta, komorki ponownie
przemywano dwukrotnie buforem HBSS, po czym dodawdfh) 1 ml HBSS i 1 pl
3,4,4',5-TMS o sfzeniu 5 uM, (2) 1 ml HBSS i 1ul 3,4,4’,5-TMS @&tniu 10 uM. Do
proby kontrolnej dodano 1 ml HBSS i 1yl DMSO (Sig&drich, USA). Komorki
inkubowano przez 30 min.,, po czym zmierzono intem}¢ fluorescencji

w poszczegolnych prébach.
3.2.6. Cytometria przeptywowa

Komorki A-2780 oraz SKOV-3 wysiewano na ptytki Regjo ¢ 10 cm (Corning
Inc., USA) w liczbie 1 miliona komérek/dotek. Pohapie 24 godz.sciggano medium
i dodawano roztwor 3,4,4',.5-TMS w DMEM oggeniu 5 uM i 10 uM. Po 24 godzinnegj
inkubaciji, komorki odtrawiano, przemywano dwukretiiuforem PBS (Sigma-Aldrich,
USA), a nasipnie zawieszano w 70% etanolu (POCh, Polska) w cefwalenia
komoérek. Przygotowane w ten sposob proby przechampwy temp. -20°C do momentu
dalszej analizy. Po rozmieniu, proby wirowano przez 10 min. 3000 obr./mpa,czym
powstalty osad przemywano dwukrotnie buforem PBSongwnie wirowano. Do
otrzymanego osadu komorek dodawano wowczas 5 pwooz jodku propidyny (Sigma-
Aldrich, USA) oraz 2 ul RNAzy A (Sigma-Aldrich, USAPo pdétgodzinnej inkubacji
mierzono fluorescengjprzy diugdci fali wzbudzenia = 535 nm i diuga fali emisji =
617 nm.
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3.2.7. I1zolacja RNA

Catkowity RNA izolowano wedlug zmodyfikowanej mdy Chomczyskiego
i Sacchi [153]. Po inkubaciji z 3,4,4’,5-TMS komopgaddawano lizie mieszanirienolu
i izotiocyjanianu guanidyny (1 ml) (TRItidyG, Appliem). Do préb dodawano ngstie
chloroform w obgtosci réwnej 1/5 objtosci odczynnika TRItidyG (200ul). Proby
intensywnie mieszano i inkubowano 5 minut na lodge czym wirowano przez 15
minut, w temperaturze 4°C, 15000xg. W wyniku wiroweaproby rozdzielaty gina trzy
warstwy; (1) faz wodrg (zawieragca RNA), (2) faz paosredny (interfaz, zawierajag
DNA) oraz (3) faz fenolowo-chloroformow (zawieragca biatka i struktury
subkomérkowe). Do dalszej izolacji pobierano 5d0fazy wodnej i przenoszono do
nowych probowek. RNA wyiscano przez dodanie izopropanolu (POCh, Polska)
w stosunku olgtosciowym 1:1. Préby mieszano i umieszczano w tempezat-80°C. Po
uptywie 24 godz. wygcony RNA wirowano 15 minut, 4°C, 15000xg. Usuwano
supernatant, a powstaty osad RNA przemywano dwnigachtodzonym 75% etanolem
(POCh, Polska), po czym wirowano 15 minut, 4°C,QB@®, a nagpnie suszono. RNA
rozpuszczano w 20l wody dejonizowanej, wolnej od RNaz. Przygotowanten sposob
RNA wykorzystywano jako matrgcdo syntezy cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcii,
do ktorej uwyto 1 ng catkowitego RNA Stzenie RNA oznaczano fluorymetrycznie

z wykorzystaniem zestawu Quantt¥TRNA Assay Kits (Invitrogen, USA).
3.2.8. Odwrotna transkrypcja

Cah procedug wykonywano pod komarlaminarm na lodzie. Ohjtos¢ RNA jaka
wzieto do przepisania na cDNA poszczegoéinych prob mzeho na lug. Do 1pug RNA
dodawano 4ul 2,5 mM dNTP (Novazym, Polska), @50ligo(dT) (Novazym, Polska)
oraz 0, losowych heksameréw (Novazym, Polska). Proby m@ees, wirowano
i umieszczano na 5 minut w 65°C w termobloku TS@O0®Biosan, totwa) w celu
denaturacji RNA. Préby wirowano, umieszczano naziwd dodawano nasbujace
sktadniki: 4ul pigciokrotnie s¢zonego buforu First Strand Buffer (Invitrogen, US&)l
DTT 0,1 M (Invitrogen, USA), 0,nl odwrotnej transkryptazy SuperScriptTM Il Reverse
Transcriptase 200 W/ (Invitrogen, USA) oraz 0,25l inhibitora rybonukleaz Rnase OUT
40 Ul (Invitrogen, USA). Préby wytrisano, a nagpnie krétko wirowano
I umieszczano w termobloku. SyngegDNA przeprowadzano przez 50 minut w temp.
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37°C. W celu zatrzymania reakcji proby inkubowanzeg 15 min. w temp. 65°C.
Uzyskany cDNA shayt jako matryca do reakcji RT-gPCR.

3.2.9. Amplifikacja cDNA
3.2.9.1. Amplifikacja cDNA za pomog metody RT-gPCR

Poziom ekspresji genéw CYP1A1, CYP1B1 oraz AhR ozaro technik RT-
gPCR za pomagc aparatu LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Niemayaz
oprogramowania LightCycler Software 1.5.

Do reakcji wyto polimeraz typu hot-start niewykazugcej aktywndci ponizej 75°C. Do
aktywacji enzymu dochodzi w czasie 10 minutowejinhebaciji w temperaturze 96.
Etap ten ma na celu oderwanie grup blekygh aktywnéé enzymu (grupy te as
nietrwate w wysokiej temperaturze). Zastosowanietadik hot-start zapobiega
powstawaniu nieswoistych produktow w trakcie praggo/wania mieszaniny reakcyjne;j.
Zmiany ilosci przyrastajcego produktu monitorowano poprzez pomiar sygnatu
fluorescencji emitowanej przez sondy zastosowane reakcji. Wycie sond
hydrolizugcych (typu TagMar) znakowanych fluorescencyjnie umiejscowionych
pomidzy pag starterow PCR, rozwkuje problem nieswoisfoi fluorescencyjnej
obecnej przy zastosowaniu barwnika SYBR Green m¥&todzieTagManwykorzystuje
siec swoist dla amplifikowanego fragmentu DNA safjdwyznakowan na kaicach
czgsteczkami fluorochromow. Na kou 5’ sondy znajduje sibarwnik reporterowy, a na
koncu 3’ czsteczka wygaszgga fluorescengj Kiedy sonda jest nienaruszona,
wygaszacz znajdagy sk blisko reportera ttumi jego fluoresceacPodczas reakcji PCR
sonda zostaje zdegradowanagllzaktywnasci 5’nukleazowej polimerazy. Rozdziat obu
fluorochromow umaliwia emisg fluorescencji przez reporter. Wzrost fluorescencji
monitorowany jest po kalym zakaczonym cyklu elongacyjnym. Poziom fluorescenciji
jest wprost proporcjonalny do #o powstagcego produktu.

Dzigki pomiarom fluorescencji nitiwe jest monitorowanie przebiegu reakcji RT-qPCR,
w ktorej wyr@nia sk trzy fazy. W pierwszym etapie nie obserwuje gizyrostu ilgci
produktu. W fazie logarytmicznego wzrostu (fazaolbserwuje si bardzo szybki przyrost
fluorescencji. Moment, w ktorym reakcja amplifikaeychodzi w t faz (Cp, ang.

crossing point zaleey wytacznie od pocatkowej ilosci matrycy. W fazie Il (faza
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plateau) nagpuje zahamowanie przyrostu §to produktu w wyniku wyczerpania ¢si
substratow reakcji amplifikaciji.
Reakcje RT-gPCR przeprowadzano na ptytkach 96-aofkb (Roche Diagnostics,
Niemcy), z wykorzystaniem zestawu LightCycler480b&s Master (Roche Diagnostics,
Niemcy).
Sktad mieszaniny reakcyjnej (10pl):
» 5ul LightCycler480 Probes Master,
» 1ul starterow (tab. 3),
» 1ul sondy (tab. 3),
> 1ul cDNA,
> 2ul H0.
Program amplifikacji:
> denaturacja wepna — 95 C, 10 min. (aktywacja polimerazy),
» o0znaczenie iléciowe — 50 cykli:
- denaturacja — 9%, 10s (rozdzielenie nici DNA),
- przyhczanie staretrow — 6@, 30s,
- wydtuzanie starteréw (synteza nici komplementarnej) ~@,22s,
» chiodzenie aparatu 40°C, 30s.
W ocenie ekspresji postugiwano ¢ siwzgledng metody ilosciowg (ang. relative
quantificatio) umazliwiajgca ustalenie wzgidnej r@nicy miedzy badanymi prébami
(krotncéci wzrostu, zmiany iléci specyficznego cDNA po zastosowaniu 3,4,4',5-TMS)
Wyniki oznaczé ilosciowych badanych cDNA normalizowano weggém standardow
wewretrznych, czyli cDNA gendéw konstytutywnych, ktorydkspresja jest wzedinie
stata i nie podlega regulacji pod wptywem badanyslbstancji. Jako standard
wewretrzny zastosowano cDNA genow kogeych dehydrogengz aldehydu  3-
fosfoglicerynowego (GAPDH, anglyceraldehyde 3-phosphate dehydrogehaseaz
beta-aktyg (ACTB, ang.beta actir).

3.2.9.2. Amplifikacja cDNA za pomog metody PCR-array

PCR-array jest metadlosciowego oznaczenia DNA, opama RT-gPCR. PCR-
array pozwala na jednoczesne monitorowanie zmiestiilkilkudzieseciu, a nawet

kilkuset produktow PCR w czasie trwania reakcji.

52



Poziom ekspresji panelu gendéw pro- i antyapoptatycla zostat oznaczony techaik
PCR-array za pomacaparatu LightCycler 480 Instrument (Roche DiagiesstNiemcy)
oraz oprogramowania LightCycler Software 1.5.
Reakcg PCR-array przeprowadzano na komercyjnie przygatgela ptytkach 96-
dotkowych RealTime ready Human Apoptosis Panel R6che Diagnostics, Niemcy),
stuzacej do analizy 84 wybranych gendéw pro- i antyaptyiznych. Standardy
wewretrzne stanowity cDNA 7 gendw konstytutywnych. W zégm dotku phytki
znajdowata si odpowiednio dobrana sonda, komplementarna do seli@anego genu
oraz startery w kierunku 53 oraz 3-5. Do kazdego dotka naniesiono 10 pl
mieszaniny reakcyjnej, ktorej sktad byt zawsze &l dla analizy ekspresji genéw danej
proby:
» 20ul cDNA (0,2ul na 1 reakgj),
» 480yl LigthCycler 480 Probes Master (448na 1 reakgj)
» 500ul wody (5ul na 1 reakgj)
Reakcg przeprowadzono wedtug protokotu zalecanego przeadyzenta (Roche
Diagnostics, Niemcy):
> denaturacja wgpna — 95 C, 10 min. (aktywacja polimerazy)
» o0znaczenie iléciowe — 60 cykli:
- denaturacja — 9%, 10s (rozdzielenie nici DNA)
- przyhczanie starterow — 8@, 30s
- wydtuzanie starteréw (synteza nici komplementarnej) ~@.2s
» chiodzenie aparatu 40°C, 30s.
W ocenie ekspresji wykorzystywano wegdhg metod ilosciows. Wyniki ilosciowych
oznaczé badanych cDNA normalizowano wzdem 7 standardow wewtnznych:
ACTB, GAPDH, beta-2-mikroglobulinas (ang.beta-2-microglobulil, fosforybozylo-
transferazy hipoksantyno-guaninowej HPRT1 (amypoxanthine-guanine phospho-
ribosyl-transferasg RPL13A (ang.60S ribosomal protein L13A 18S (ang.18S
ribosomal RNA YWHAZ (ang.14-3-3 protein zeta/delja

3.2.10. SDS-PAGE i Western blotting

W celu izolacji biatka komérki A-2780 oraz SKOVpBzemywano 2-krotnie PBS,
a nasgpnie dodawano roztworu RIPA (Sigma-Aldrich, USAD §odzinnej inkubacji na

lodzie lizat przenoszono do probowek 1,5 ml i pleeeywano w -20°C. $tenia biatka
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w lizatach oznaczano fluorymetrycznie z wykorzyseam zestawu Quant-ft" Protein
Assay Kits (Invitrogen, USA).

Biatka rozdzielano zgodnie z ich maprzy zastosowaniu elektroforezy w warunkach
denaturujcych SDS-PAGE w 10%elu poliakrylamidowym, a nagtnie identyfikowano
przy pomocy swoistych przeciwciat.

Do probéwek 1,5 ml podawano odpowiegnbjetos¢ biatka przeliczoana 3@g, 3ul 6x
stezonego buforu denatumgego i uzupetniano waddo kacowej obgtosci 18 pl.

W celu denaturacji biatka préby poddawano inkubacjtermobloku w temperaturze
99°C przez 10 minut, po czym krétko wirowano. Bathoddawano rozdziatowi
elektroforetycznemu w 10%elu poliakrylamidowym. Elektroforez przeprowadzano
w buforze glicynowym przy nagtiu 120V. Czas rozdzialu wynosit 1,5 godziny.
Rozdzielone biatka zostaly neghie przeniesione na membeanz polifluorku
winylidenu- PVDF (ang.polyvinylidene fluoridg przy napgciu 15V i stabilizacji
natzenia padu 300mA, w buforze do transferu przez okres 1,8zgy. Wydajngc¢
transferu sprawdzano bageibtore za pomog odczynnika Ponceau S (Sigma-Aldrich,
USA) celem uwidocznienia poszczegolnych frakcjitéka Barwnik zlewano, btan
przemywano wogl dejonizowan, a nastpnie blokowano roztworem 5% odtluszczonego
mleka w buforze 1x TBST (Tris-Buffered Saline + Teme20) przez 12 godz. w temp.
+4°C. Detekej bialek przeprowadzono poprzez inkulkacjz odpowiednimi
przeciwciatami | i Il redowymi dla CYP1A1, CYP1B1 i Ahr (Santa Cruz Biotaology,
USA). Wykorzystano nagbujace stzenia przeciwciat I-redowych 1:1000 oraz II-
rzgdowych 1:10 000. Detekgpiatek wykonano przyayciu zestawu Super Signal West
Femto (Thermo Scientific, USA). Wizualizacyvynikow przeprowadzono prze pomocy

kliszy rentgenowskich Kodak. Wyniki normalizowanozgledem poziomu biatka

B-aktyny.
3.2.11. Transfekcja komorek raka jajnika A-2780

Transfekcja komorek raka jajnika A-2780 zostatakenana przez dr Eliz
Kwiatkowskg-Borowczyk w Katedrze Biotechnologii Medycznej Umisytetu
Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.

Linia komérkowa raka jajnika A-2780 zostala zmolgfvana wektorem pcDNA 3.1

(zeo-) — Luc, niogcym gen lucyferazylc) oraz gen oporrsgi na antybiotyk zeocyn

(zeg. Ponadto, w celu zbadania wydajoiotransfekcji wykorzystano plazmid kontrolny
54



pcDNA 3.1 (zeo-) — GFP (angreen fluorescent protein Aby okr&li¢ minimalne
stezenie zeocyny (Zeocin, lvitrogen), niednej do selekcji komorek transfekowanych,
natywne komoérki A-2780 zostaty wysiane na péytkdotkowy, w ilosci 300 000/ dotek.
Po uptywie 24 godzin, mediudtiggano i dodawano zeocymw zakresie sten: 0, 200,
400, 600, 800, 1000 pg/ml. Oceny morfologicznej koek dokonano po 72-godzinnej
inkubacji z zeocysn Obserwowanaqze stzenie zeocyny powaej 400 ug/ml powodowato
odklejanie komorek A-2780. Do dalszego etapu bada selekcji komorek
transfekowanych wytypowanoggenie zeocyny 300 pg/ml.

Komérki raka jajnika A-2780 transfekowano 2z wykastgniem odczynnika
Lipofectamine LTX, PLUS Reagent (Invitrogen, USA)goznie z protokotami
zalgczonymi przez producentéw. Komorki A-2780 wysiare dwie ptytki 6-dotkowe,
w liczbie 300 000 komoérek/dotek. Po uptywie 24 godzediumsciggano, a komorki
przemywano 2-krotnie PBS. Naphie dodawano 2,5 pg plazmidowego DNA (plazmid
pcDNA 3.1 (zeo-) — Luc, pierwsza ptytka; plazmidnk@lny pcDNA 3.1 (zeo-) — GFP,
druga ptytka) do 0,5 ml medium DMEM, po czym dodad® pl PLUS Reagent
i delikatnie wymieszano. Po uptywie 5 min. dodamopd Lipofectamine LTX, doktadnie
wymieszano i inkubowano 30 min. w temp. pokojowRjzygotowan w ten sposob
mieszanig nanoszono kroplami na komorki. Po uptywie 24 gpdza pomog
mikroskopu fluorescencyjnego okleno wydajnd¢ transfekcji na poziomie 50%, po
czym komorki passowano w stosunku 1:10 na plytki Petriegol0 cm. W celu
wyselekcjonowania komorek transfekowanych, hoddwimorek prowadzono w medium
DMEM z dodatkiem zeocyny (300 pg/ml). Po uptywie ddi wyselekcjonowane klony
przenoszono na phak 96-dotkowy. Po osignieciu konfluencji 90%, komorki
pasaowano na plytk 48-dotkowg, nastpnie 24- i 6- dotkow. Po uzyskaniu padanej

konfluencji komorki przenoszono na ptytki Petrieg@0 cm.
3.2.12. Model eksperymentalny mysich ksenograftéwCD

Metoda mysich ksenograftow SCID uptivia przyzyciowa, nieinwazyjm ocerg
rozwoju guza i kontrolowanie odpowiedzi komorek mbworowych na ksenobiotyk.
Komorki A-2780 transfekowane plazmidem pcDNA 3.led? - Luc, zawieszone
w buforze PBS (30 min./1 ml) wszczepiano podskomieszom SCID w iléci 3 min/1
sztuke. Po uptywie 14 dni, potwierdzono rozwdj guzow zkewzystaniem urglzenia

IVIS® Spectrum (Xenogen, USA), wypasmego w czut kamee CCD umaliwiajaca
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detekcg pojedynczych fotonéw. Deki temu metoda ta pozwala na oiemie wielkaci
guza oraz wizualizagjnie tylko metastazy spontanicznej z guza pierwgnale rownie
wykrycie mikrorozsiewow komérek nowotworowych (noknetastazy).

Eksperyment, od momentu gghiccia obgtosci guza 170 mrh(dziea 14), prowadzony
byt przez okres 20 dni. Myszy (10 sztuk) podzieloreo dwie grupy: kontroln (n=5),
otrzymupca vehiculum (40% roztwér cyklodekstryny) oraz gguppadam (n=5),
traktowara dwa razy w tygodniu 3,4,4',5-TMS ¢genie 100 mg/kg m. c.). W celu
monitorowania zmian rozmiarébw guza, dwa razy w thgo myszy otrzymywaty
dootrzewnowo 200ul lucyferyny/1 szt Gold Biotechnology, USA) rozpuszczonej
w PBS (15 mg lucyferyny/1 ml PBS), po czym zwigez usypiano za pomecptynu
wziewnego do znieczulenia ogodlnego Forane (Abhd®A) i robiono zdicia. Obgtos¢
guzéw obliczano na podstawie wzoru: V=L&%®| gdzie V — ohjtos¢ guza, L —rednia

dtugasé, W —srednia szeroks.
3.2.13. Analiza statystyczna wynikéw

Analize statystycza wynikdw przeprowadzono z wykorzystaniem programu
GraphPad v.5.0 oraz Microsoft Excel 2007.
Prezentowane wyniki dwiadczé stanowiy sredni (£SEM) pomiaréw uzyskanych
z trzech oddzielnych powtérzéazdego eksperymentu (np. hodowli i pomiaréw poziomu
MRNA metod RT-gPCR Ilub PCRarray). Wakto sredniej z prob kontrolnych
przyrownywano do 100%. Do oszacowania wptywu 3,8:4MS na poziom ekspresji
badanych gendéw zastosowano jednoczynnik@maliz wariancji pne-way ANOVA
Ponadto, wszystkie wyniki analizowano testem past-hStudent-Newman-Keuls.
Rd&znice medzy probami przyjto za statystycznie istotne na poziomie istétino
ns dla p>0,05 (brak istotda statystycznej)
*dla p<0,05
**dla p<0,01
***dla p<0,001.
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4. WYNIKI

4.1. Ocena cytotoksyczmei metylowych pochodnych resweratrolu wobec

nowotworowych linii komérkowych

Wplyw 12 metylowych pochodnych resweratrolu (taB) na zywotnas¢
wybranych linii komérkowych raka: ptuca, jelita, epsi, szyjki macicy oraz jajnika
(tab. 1) okreélono testem MTT w trzech niezaleych eksperymentach, a wyniki
przedstawiono w formie wykreséw (ryc. 10, 11). Wy&ao cytotoksyczne dziatanie
3,4',5-tMS na linie komorkowe raka szyjki macicyebh i C33A, raka ptuca: A-549
I CALU-1, raka jajnika A-2780 oraz raka @knicy DLD-1. Obnrong zywotnas¢: (a)
komorek raka okiznicy DLD-1 i LOVO, (b) komoérek raka jajnika A-278@BKOV-3, (c)
komorek raka piersi MCF-7, oraz (d) komérek rakacpt CALU-1 obserwowano pod
wptywem 3,3',4,4’,5,5'-HMS. Najwyszg aktywna¢ cytotoksyczp wobec wszystkich
badanych linii komoérkowych wykazano dla 3,4,4’,5-SMDo dalszych badawybrano
linig komdrkows o najwikszej wraliwosci na badany zwiek: linii komdrkows raka
jajnika A-2780 (1Go=0,71+0,18 puM), a tate linic komorkows wywodzcs sie z tego
samego nowotworu SKOV3 (¥=11,51+2,25 uM), charakteryzigp sie duzo mniejsza
wrazliwosciag na 3,4,4',5-TMS (ryc. 12).
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, A-2780 po 72 godzimagkubacji z 12 metylowymi pochodnymi

k raka okznicy: LOVO,;

Ryc. 11. Przeywalnas¢ komére
komorek raka jajnika: SKOV

3

+SEM),

resweratrolu o gkeniu 10 pM. Wyniki, stanowce sredni z trzech déwiadcze (

do préby kontrolnej. P< 0,001: P<0,01; P<0,05

z

poréwnywano
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Ryc. 12. Przeywalncs¢ komorek raka jajnika: SKOV-3 i A-2780 po 24 ora2 godzinach
inkubacji z 3,4,4',5-TMS w zakresieegen 0-20 uM. Wartéc¢ 1Cs, obliczona dla inkubaciji 72 h;
srednia z trzech niezateych eksperymentéw + SEM
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4.2. Ocena zdolnéci 3,4,4’,5-TMS do indukcji apoptozy w komdrkach r&a jajnika

W celu wyj@nienia mechanizmu cytotoksycznego dziatania 33,AMS poprzez
ocere jego zdolnéci do indukcji apoptozy wykorzystano test ELISA wzdch
niezalenych eksperymentach, a wyniki przedstawiono w fermiykresu (ryc. 13).
Dziatanie proapoptotyczne badanegogzki wykazano poprzez waktowspoétczynnika
EF wyrazajacego liczlg komorek apoptotycznych.

Zdolncas¢ 3,4,4',5-TMS do indukcji apoptozy wykazano zarowwolinii komorkowej

A-2780, jak i SKOV-3. Statystycznie znamienny efgkbapoptotyczny 3,4,4’,5-TMS
(P<0,05) w komorkach SKOV-3 zaobserwowano jedynée sttzenia 10 uM (EF=3,5).
W linii komorkowej A-2780 wykazano silniejsze, stsiycznie istotne (P<0,001)
dziatanie proapoptotyczne 3,4,4’,5-TMS (EF=5,62) s§zenia 10 uM, w porownaniu do
nizszego sfzenia 5 uM (EF=3,63 P<0,01). Ponadto, ékoeo wptyw 3,4,4’.5-TMS na
proces nekrozy w komorkach A-2780 oraz SKOV-3 peprobliczenie wspoétczynnika
EF wyrazajacego ila¢ komorek nekrotycznych. W obu liniach komoérkowyeka jajnika

nie obserwowano zmian liczby komérek nekrotycznyotd wptywem 3,4,4’,5-TMS.
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Ryc. 13. Indukcja procesu apoptozy i nekrozy welat komorkowych SKOV-3 i A-2780
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Wyniki, stanowice sredng z trzech déwiadczeé (+SEM), poréwnywano do proby kontrolnej.

™ P< 0,001 P<0,01:P<0,05
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4.3. Wptyw 3,4,4’,5-TMS na aktywndé¢ proliferacyjn 3 komorek raka jajnika

Aktywnos¢ proliferacyjry linii komorkowej A-2780 oraz SKOV-3 pod wptywem
3,4,4,5-TMS oznaczono za pompcytometrii przeptywowej w trzech niezatg/ch
eksperymentach, a wyniki przedstawiono w formie negk (ryc. 14). Pod wplywem
3,4,4,5-TMS o sfzeniu 5 pM oraz 10 uM wykazano w fazie G2/M zn@gzwzrost
liczby komorek A-2780, a obienie liczby komérek SKOV-3. W przypadku linii

komorkowej A-2780 obserwowano wzrost liczby komoagloptotycznych.

SKOV-3

D apoptoza

% komorek

K 5uM 10pM

A2780

% komorek

K S5uM 10uM

Ryc. 14. Liczba komorek raka jajnika SKOV-3 ora22A30 pod wptywem 5 uM oraz 10 puM
3,4,4',5-TMS w poszczegdlnych fazach cyklu komorkge. *P<0,05
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4.4. Wptyw 3,4,4’,5-TMS na ekspreg gendw pro- i antyapoptotycznych w liniach
komaorkowych raka jajnika

Wptyw 3,4,4’,5-TMS na ekspresgenow pro- i antyapoptotycznych w komaérkach
A-2780 oraz SKOV-3 oznaczono mejodPCRarray w trzech niezaleych
eksperymentach.

W wyniku 24-godzinnej inkubacji komoérek A-2780 A3V',5-TMS o s¢zeniu 10 uM
zaobserwowano zmiarprofilu ekspresji genow, ktérych produkty biatkowezestnicz

w indukcji procesu apoptozy na drodze mechaniznwnzizkomorkowego. Wykazano
wzrost ekspresji gendéw proapoptotycznydF, TNFRSF10A(ang. tumor necrosis
factor receptor superfamilyTNFRSF21TNFRSF16Fas FasL (ryc. 15) oraz obrenie
poziomu ekspresji gendéw antyapoptotycznydiRAF1 (ang. TNF receptor-associated
factor), TRAF3 TRAF5 TRAF7 BIRC2 (ang. baculoviral IAP repeat containing)?2
(ryc. 16). Ponadto zaobserwowano nieistotny statysie spadek ekspresji
proapoptotycznego genNFR1 (ryc. 17). Po 24 godzinach inkubacji linii komovkey
SKOV-3 z 3,4,4',5-TMS o steniu 10 uM wykazano zmiany poziomu ekspresji genéw,
ktorych produkty biatkowe uczestnicav indukcji szlaku mitochondrialnego apoptozy.
Zaobserwowano wzrost ekspresji gendw proapoptoyyzBax Apaf-1, p53 (ryc. 18)
oraz spadek ekspresji gendéw antyapoptotyczngch?2, Bcl2110/ Bcl-B NF«B (ryc. 19).
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Ryc. 15. Wplyw 3,4,4',5-TMS na ekspregjenow proapoptotycznych

Komorki A-2780 inkubowano przez 24 godziny z 10 3M,4’,5-TMS lub 10 uM DMSO (préba
kontrolna). Wptyw badanej substancji na poziom skapptow TNF, TNFRSF10ATNFRSF21
TNFRSF16Fas FasL okreslono metod PCRarray i normalizowano wzglemsredniej 7 genéw
referencyjnych. Wyniki, stanowgce srednp z trzech déwiadczeéy (xSEM), poréwnywano do
préby kontrolnej. *** P<0,001; **P<0,01; *P<0,05
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Ryc. 16. Wptyw 3,4,4’,5-TMS na ekspregjenow antyapoptotycznych

Komorki A-2780 inkubowano przez 24 godziny z 10 3M,4',5-TMS lub 10 uM DMSO (préba
kontrolna). Wplyw badanej substancji na poziom skayptow TRAF1 TRAF3 TRAFS TRAF7?,
BIRC2okreslono metod PCRarray i normalizowano wzglemsredniej 7 gendw referencyjnych.
Wyniki, stanowace sredni z trzech déwiadczé (+SEM), porownywano do préby kontrolnej.
***pP<0,001; **P<0,01; *P<0,05
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Ryc. 17. Wptyw 3,4,4',5-TMS na ekspregjenuTNFR1

Komorki A-2780 inkubowano przez 24 godziny z 10 3M,4',5-TMS lub 10 uM DMSO (préba
kontrolna). Wptyw badanej substancji na poziomskayptu TNFR1okreslono metod PCRarray
i normalizowano wzgldemsredniej 7 gendw referencyjnych. Wyniki, stangedsredni z trzech
doswiadczer (xSEM), porownywano do préby kontrolne;.
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Ryc. 18. Wpltyw 3,4,4’,5-TMS na ekspregjenow proapoptotycznych

Komorki SKOV-3 inkubowano przez 24 godziny z 10 [8v4,4',5-TMS lub 10 uM DMSO
(préba kontrolna). Wplyw badanej substancji na @oeitranskryptowBax Apaf-1 i p53
okreslono metod PCRarray i normalizowano wzglem sredniej 7 gendw referencyjnych.
Wyniki, stanowace sredni z trzech déwiadczé (+SEM), porownywano do préby kontrolnej.
***pP<0,001; *P<0,05
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Ryc. 19. Wptyw 3,4,4',5-TMS na ekspregienow antyapoptotycznych

Komorki SKOV-3 inkubowano przez 24 godziny z 10 [B8w,4’,5-TMS lub 10 uM DMSO
(préba kontrolna). Wptyw badanej substancji na poeitranskryptowBcl-2, Bcl2110, NF«B
okreslono metod PCRarray i normalizowano wzglem sredniej 7 genow referencyjnych.
Wyniki, stanowice sredni z trzech déwiadczeér (xSEM), poréwnywano do préby kontrolnej.
**P<0,01
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4.5. Ocena wplywu 3,4,4’ 5-TMS na aktywn& kaspazy 3 oraz 7

Zdolnas¢ 3,4,4’,5-TMS do aktywacji kaspazy 3 oraz 7 w kokawmh raka jajnika
A-2780 oraz SKOV-3 oki&ono testem Caspase-Glo3/7 w trzech niezalmych
eksperymentach, a wyniki przedstawiono w formie regki (ryc. 20).

W linii komérkowej A-2780 wykazano istotny statystyie wzrost aktywniwi kaspazy 3
oraz 7 pod wptywem 3,4,4’5-TMS wegeniach 5 pM oraz 10 pM (P<0,01). Nie
zaobserwowano natomiast zkszenia aktywneri tych dwoch, kluczowych dla procesu

apoptozy, enzymow w linii komorkowej SKOV-3.
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Ryc. 20. Wptyw 3,4,4'5-TMS na aktywsékaspazy -3, -7

Komorki A-2780 oraz SKOV-3 inkubowano przez 24 gagz 5 uM, 10 uM 3,4,4’,5-TMS lub 5
UM, 10 uM DMSO (préba kontrolna). Wyniki, stan@ee sredni z trzech déwiadczeé (xSEM),
poréwnywano do proby kontrolnej. **P<0,01
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4.6. Porownanie ekspresji CYP1Al i CYP1B1 w liniactkkomorkowych raka jajnika
A-2780 oraz SKOV-3

Analize poziomu transkryptowCYP1Al i CYP1B1 w komodrkach A-2780
oraz SKOV-3 przeprowadzono 2z wykorzystaniem metoBy-gPCR w trzech
niezalenych eksperymentach, a wyniki przedstawiono w fermiykresu (ryc. 21).
Wykazano,ze poziom mRNACYP1A1ljest zblzony w badanych liniach komaérkowych.
Ekspresja genilCYP1B1ljest natomiast mgza o potow w linii komorkowej A-2780,
w porownaniu do SKOV-3.

Analize poziomu biatka CYP1Al, CYP1B1 w komodrkach A-2786aznd SKOV-3
przeprowadzono z wykorzystaniem techniki Westeanttiolg (ryc. 22). Uzyskane wyniki
zostaly potwierdzone na poziomie biatka. Obserwawainszy ekspresj biatka CYP1B1
w komorkach A-2780, w odniesieniu do SKOV-3. Pooadikazano podobny poziom
biatka CYP1A1 w obu liniach komaorkowych raka jajaik

CYP1A1 CYP1B1
150+ 150-

1004 1004

501 501

wzgl edny poziom transkryptu (%)

wzgl edny poziom transkryptu (%)

Ryc. 21. Profil ekspresji gendWYP1Ali CYP1B1w liniach komérkowych SKOV-3 oraz
A-2780

Poziom transkryptowCYP1Ali CYP1B1 normalizowano wzgldem sredniej z 2 gendw
referencyjnych GAPDH, ACTB). **P<0,001
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Ryc. 22. Poréwnanie poziomu ekspres;ji biatek CYP1AYP1B1

Lizaty komorkowe SKOV-3, A-2780 rozdzielano elekt@tycznie i analizowano za pompc
techniki Western blotting z wykorzystaniem przedavanty-CYP1AL, anty-CYP1B1 oraz anty-
B-aktyna (jako kontroli).

4.6.1. Wplyw 3,4,45-TMS na ekspregj genow CYP1Al, CYP1B1, AhR
w komorkach raka jajnika

Wpltyw 3,4,4'5-TMS na poziom transkryptoMYP1Al CYP1B1 oraz AhR
w komorkach A-2780 oraz SKOV-3 oznaczono metBI-qPCR w trzech niezalrych
eksperymentach, a wyniki przedstawiono w formietiafpab. 4).
W wyniku 24-godzinnej inkubacji komoérek A-2780 A3V',5-TMS o s¢zeniu 10 uM
zaobserwowano ohbignie poziomu MRNACYP1Alo 50%, CYP1Blo 78% oraz
nieznaczny spadek ekspresji geAtR (16%). W linii komorkowej SKOV-3, po 24
godzinach inkubacji z 10 uM 3,4,4’,5-TMS wykazanaiejsze, w poréwnaniu do
komorek A-2780, obrenie poziomu transkrypto®@YP1A1(15%) orazCYP1B1(41%).
Poziom mRNAARR ulegt podwyszeniu, jednate prezentowany wynik jest nieistotny

statystycznie.

Tab. 4. Wplyw 3,4,4'5-TMS na ekspresjgenéw CYP1B1 CYP1Al AhR w liniach
komérkowych raka jajnika
Poziom transkryptowCYP1A1 CYP1B1 AhR normalizowano wzgdem sredniej z 2 gendw

referencyjnychGAPDH ACTB). ***P<0,001; **P<0,01; *P<0,05; ns- nieistotnyatystycznie.
Gen A-2780 SKOV-3
CYP1Al | 50% (***) 1 15 % (*)
CYP1B1 1 78% (**) 1 41% (*)
AhR 1 16% (*) 1 32% (ns)
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4.6.2. Wptyw 3,44 5-TMS na ekspregj biatek CYP1Al, CYP1B1, AhR
w komorkach raka jajnika

W celu potwierdzeniaze ekspresja gen6®@YP1A1 CYP1B]1 Ahr w komorkach
A-2780 oraz SKOV-3 ulegta zmianie po 24-godzinmijubacji z 10 uM 3,4,4’',5-TMS,
przeprowadzono anatidizatow biatkowych technikWestern blotting (ryc. 23).

W wyniku rozdziatu elektroforetycznego lizatébw HWiabvych oraz analizy Western
blotting z wyciem przeciwciat anty-CYP1Al, anty-CYP1B1, antyfAh uzyskano
sygnaty, ktérych lokalizacje odpowiadajmasie casteczkowej CYP1A1l (56 kDa),
CYP1B1 (55 kDa), AhR (122 kDa). W linii komorkowe&§KOV-3 wykazano pod
wptywem 3,4,4’ 5-TMS obrienie poziomu biatka CYP1A1 oraz CYP1B1. W komorkach
A-2780 rownie obserwowano zdoldé badanego zwiku do obnienia ekspresji biatka
CYP1Al. Ponadto wykazano catkowite wyciszenie edsjprbiatka CYP1B1. Poziom
biatka AhR nie ulegt natomiast zmianie zaréwno wnikokach SKOV-3, jak i A-2780.

A-278( SKOV-3

CYP1Al
56 kDa
CYP1B1 .
55 kDa

AhR .
122 kDa
B-aktyna -
43 kDa

K 344%5TMS K 3,44.5TMS

Ryc. 23. Wplyw 3,4,4',5-TMS na ekspregjiatek CYP1Al, CYP1B1 oraz AhR

Lizaty komorkowe SKOV-3 i A-2780, uzyskane po 24dgmnej inkubacji z 3,4,4',5-TMS
o stzeniu 10 uM rozdzielano elektroforetycznie oraz emavano za pomagctechniki Western
blotting z wykorzystaniem przeciwciat anty-CYP1Adnty-CYP1B1, anty-AhR i ant§-aktyna

(jako kontroli).

K - komorki inkubowane z DMSO.
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4.7. Detekcja stresu oksydacyjnego w komorkach rakgjnika z wykorzystaniem
H.DCF-DA

W celu potwierdzenia indukcji stresu oksydacyjnegoez 3,4,4’,5-TMS komorki
A-2780 oraz SKOV-3 inkubowano z,HCF-DA, po czym dodawano badany zmnek
w skzeniu 5 uM i10 uM (ryc. 24). W komorkach SKOV-3 wykano weksze nasilenie
stresu oksydacyjnego, w poréwnaniu do A-2780. W dbuach komodrkowych
obserwowany stres oksydacyjny wzrastat wraz zekasgeniem stzenia 3,4,4’,5-TMS.

A-2780
Kontrola 3,4,4',5-TMS (5 uM) 3,4,4',5-TMS (10 pM)
SKOV-3
Kontrola 3,4,4',5-TMS (5pM) 3,4,4' 5-TMS (10pM)

Ryc. 24. Indukcja stresu oksydacyjnego pod wplywg&m4',5-TMS o sizeniu 5 uM i10 uM
w linii komorkowej raka jajnika A-2780 oraz SKOV-3
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4.8. Ocena dziatania przeciwnowotworowego 3,4,4BMS w modelu mysich
ksenograftéw SCID

Weryfikacji dziatania przeciwnowotworowego 3,454TMS dokonano w modelu
eksperymentalnym mysich ksenograftow SCID, ktoryseezepiono komorki A-2780.
Po uptywie 14 dni od momentu wszczepienia komoreR780, guzy oggrety srednio
rozmiar 170 mm Oceny dziatania przeciwnowotworowego 3,4,4’,5-TNSkonano
poprzez poréwnanie rozmiaru guzow w grupie konep(n=5) oraz grupie badanej (n=5)
otrzymupcej 3,4,4',5-TMS w sizeniu 100 mg/kg m.c.

Nie wykazano istotnych statystycznieznic w rozmiarze guzéw pordzy grug
kontrolm, a grup badan (ryc. 25, 26).
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Ryc. 25. Przyktadowe zefjia myszy SCID po 14 dniach od momentu wszepieoiadtek
A-2780, wykonane w celu potwierdzenia rozwoju guza) grupie kontrolnej, b) grupie badanej

Ryc. 26. Przyktadowe zejia myszy SCID po 20 dniach od momentu rozwoju gazgrupa
kontrolna otrzymujca vehiculum, b) grupa badana otrzyaeaj 3,4,4’,.5-TMS (100 mg/kg m. c.)
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5. DYSKUSJA

W Polsce, podobnie jak na cahgwiecie, nowotwory zi§liwe stanows drugy po
chorobach ukfadu kgenia przyczya zgondéw, a zachorowania z powodu nowotworow
ztosliwych wsrod oséb poriiej 65 rokuzycia maj tendenc wzrostows. Zjawisko to jest
szczegolnie widoczne w populacji kobiet, u ktorydb najczsciej diagnozowanych
chorob nowotworowych nate nowotwory piersi, szyjki macicy oraz jajnika. Okd0%
nowotworéw jajnika stanowi gruczolakoraki, wrod ktorych wyragnia sk kilka
podtypow [2]. Nowotwory te rfnig sie nie tylko budowy histologiczma, ale rownie
sposobem rozrostu i wynikgym z niego rokowaniem. Pomimaze okoto 2/3 pacjentek
z zaawansowanchoroly odpowiada na pierwsgZini¢ chemioterapii, 5-letnie przgcie
wynosi zaledwie ok. 30%. U wkszaci dochodzi do wznowy chorobyrédni czas do
nawrotu to 18 miescy, a mediana przgcia catkowitego - 24 miegte) [154, 155].

W ciggu ostatnich lat pojawity ei liczne doniesienia o0 substancjachslimych,
posiadajcych wiaciwosci chemoprewencyjne [12]. $k6d wielu zwizkéw pochodzenia
naturalnego wykazagych zdolnéci hamowania procesu nowotworowego szczegolne
miejsce zajmuje resweratrol. Aktualna wiedza na atenprzeciwnowotworowej
aktywnaici resweratrolu oraz molekularnych podstaw takidg@atania zostata zebrana
w obszernych pracach przegbwych opublikowanych w ostatnich latach [156]. @agi

na nisly biodostpnas¢ resweratrolu, mdiwos¢ jego zastosowania jako czynnika
chemoprewencyjnego jestesto poddawana w atpliwosc [86]. Dlatego te prowadzone

sa3 obecnie badania mggie na celu synteznowych analogéw o lepszych parametrach
farmakokinetycznych oraz silniejszym dziataniu pmagowotworowym. Zwizkami
wykazupcymi takie widciwosci 3 — testowane w ramach pracy doktorskiej — metylowe
pochodne resweratrolu [157].

W wyniku badé skryningowych 12 metylowych analogbéw resweratrolu,
przeprowadzonych na 11 liniach komérkowych, wysglakowano zwizek o najwyszej
aktywnaici cytotoksycznej 3,4,4’',5-TMS. Linikomorkows o najwikszej wraliwosci na
3,4,4,5-TMS jest ludzka linia komoérek raka jajnika2780 (IGy=0,71+0,18 uM).
Jednake wykazano réwnie ze linia komérkowa wywodga st z tego samego
nowotworu SKOV-3 charakteryzujeesduzo mniejsa wrazliwoscia na badany zvarek
(IC50=11,51£2,25 uM). § obserwagi maze ttumaczy fakt, ze komorki SKOV-3,

w porownaniu do linii komorkowej A-27803 $ardziej oporne na dziatanie cytostatykow

standardowo stosowanych w terapii przeciwnowotw@jowaka jajnika [158, 159].
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Potwierdzeniem tegoaswyniki bada Yellepeddi i wsp. (2011), ktérzy wykazali,
ze aktywnd¢ cytotoksyczna cisplatyny jest #u wicksza w komorkach A-2780
(IC50=26,99+2,11 uM) ri w linii komorkowej SKOV-3 (69,66+5,67 uM) [160].
Przeprowadzona w rozprawie doktorskiej ocena dziataytotoksycznego 3,4,4’,.5-TMS
na linie komérkowe raka jajnika A-2780 oraz SKOWdEnazliwia okreslenie liczby
martwych komorek pod wptywem badanego gaku. Zastosowany test MTT nie
pozwala jednak na rozidienie komorek apoptotycznych od nekrotycznych. @uc
wyjasnienia mechanizmu cytotoksycznego dziatania 33-#MS, poprzez ocenjego
zdolnagci do indukcji apoptozy, wykonano test ELISA. Tesh umaliwia rowniez
okredlenie liczby komorek apoptotycznych i nekrotycznyaNyniki tej czsci bada
wykazaty zdolné¢ 3,4,4’,5-TMS do indukcji apoptozy zarowno w lickiomorkowej
A-2780, jak i SKOV-3. Cytotoksyczne dziatanie 3,/44TMS mazna wiC wigzat z jego
zdolnacig do indukcji apoptozy. Spostrzenia te § zgodne z wynikami Gosslau i wsp.
(2005) [145] oraz Ma i wsp. (2008) [146]. Wykazdmmwviem,ze obnienie zywotnaici
komorek raka ptuca WI38VA [145], a tak komorek raka piersi MCF-7 i MDA-MB-435
[146] pod wptywem 3,4,4'5-TMS wre st z jego zdolnécig do indukcji apoptozy [145,
146]. W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazaune,wyzsza aktywné¢ cytotoksyczna
3,4,4,4-TMS (1Gx=0,71+0,18 puM) w komoérkach A-2780 ave st z silniejszym
dziataniem proapoptotycznym (EF=5,62), w poréwnathaulinii komorkowej SKOV-3
(IC50=11,51£2,25 uM; EF=3,5). Wyniki te potwierdzapostrzeenia Ma i wsp. (2008)
w modelu linii komorkowej raka piersi [146]. 3,43 TMS obniat zywotnas¢ zaréwno
komérek MDA-MB-435, jak i MCF-7. Zaobserwowano jedn ze aktywnd¢
cytotoksyczna badanego zwku jest duo wyzsza w linii komorkowej MDA-MB-435,
w porownaniu do MCF-7. Wykazange wicksza wraliwos¢ komorek MDA-MB-435 na
cytotoksyczne dziatanie 3,4,4',5-TMS koreluje z dmej nasilonymi parametrami
procesu apoptozy [146]. Regulacja procesu apopjegy powazana z proliferagj
roznicowaniem i transformagj nowotworows komorek [161]. Dlatego fe badania
mechanizmu proapoptotycznego dziatania 3,4,4’,5-TM@ prowadzone w ramach
niniejszej rozprawy doktorskiej rownolegle z ogeaktywndci proliferacyjnej komorek
raka jajnika pod wptywem badanego zwku. W linii komérkowej A-2780 (bardziej
wrazliwej na dziatanie 3,4,4',5-TMS) obserwowano zatnanie cyklu komorkowego
w fazie G2/M. Ma i wsp. (2008) potwierdzili w konkach raka piersi MDA-MB-435
oraz MCF-7 proapoptotyczne dziatanie 3,4,4’,5-TM3nmna drodze blokowania cyklu
komérkowego w fazie G2/M. Wykazano jednalk, wyzsze stzenia badanego zadku
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powodowaly zniesienie zablokowania fazy G2/M, ajgkd w komorkach MCF-7
(bardziej opornych na indukcppoptozy przez 3,4,4',5-TMS) [146]. W niniejszeapy
obserwowanoze 3,4,4',5-TMS powoduje zmniejszenie liczby komo&kOV-3 (mniej
wrazliwych na dziatanie 3,4,4’,5-TMS) w fazie G2/M. $pzezenia te mee ttumaczy
fakt, ze obniona wraliwos¢ komérek na indukej procesu apoptozy tj. SKOV-3
prowadzi cgsto nie tylko do wydtzenia ichzycia czy utrwalenia mutacji, ale tak do
wystgpienia zaburzé cyklu komorkowego [161]. W wyniku bafdlaprowadzonych
w ramach rozprawy doktorskiej wykazano rownieze 3,4,4',5-TMS powoduje
zwiekszenie ildci komorek SKOV-3 w fazie GO/G1, jednaknie jest to wynik istotny
statystycznie. Ma i wsp. (2008) poréwnali aktywdgrzeciwnowotworowy 3,4,4’,5-
TMS oraz resweratrolu w komorkach MDA-MB-435 i M@F\Wykazano dio stabsze
dziatanie cytotoksyczne i proapoptotyczne reswelatr[146], zatrzymujcego cykl
komérkowy w fazie GO/G1 [100, 146]. Obserwacje teggnsugerowd, ze mniejsza
aktywnai¢ 3,4,4',5-TMS w linii komérkowej SKOV-3 wize skt z odmieny aktywndcia
proliferacyjrg, w poréwnaniu do komorek A-2780. Istotna rola lowtania fazy G2/M
w mechanizmie dziatania proapoptotycznego zostateagto wykazana w badaniach nad
innymi metylowymi analogami resweratrolu takimi jaRk,3’,4,5'-tetrametoksystylben
[147] czy 2,3',4,4’ 5’-pentametoksystylben [152].

Proces apoptozy, w zaleosci od rodzaju komorki oraz czynnika indukcggo,
moze przebiega w rézny sposob angajac odmienne organelle komoérkowe. Dwie
najlepiej poznanesciezki to szlak zewstrzny, inaczej zwany receptorowym oraz
wewretrzny — mitochondrialny. Do pozostatych drég sygmalch apoptozy naig szlak
pseudoreceptorowy granzym A lub B/perforyny, sdfikgomielinowo-ceramidowy oraz
szlak indukowany stresem [21]. Zlnas¢ procesu apoptozy me sugerowa istnienie
rowniez innych czynnikow, ktérych znaczenie nie jest jegzpoznane. Jak dat nie
wyjasniono wszystkich zalaosci pomidzy szlakami sygnatowymi. Jednoczesna analiza
gendw, ktorych produkty biatkoweg szaangaowane w proces apoptozy na drodze
mitochondrialnej oraz receptorowe] e zatem da szerszy wgld w mechanizm
dziatania badanego zywku. W niniejszej pracy przeprowadzono anaékspresji panelu
84 gendw pro- i antyapoptotycznych. Badanie to oninh celu wskazanie genow
charakterystycznych dla szlaku poprzez ktory 3,8;4MS indukuje proces apoptozy
w komorkach raka jajnika. Wyniki wskazupe profil ekspresji tych genéw jest wyrae
rézny w linii komérkowej SKOV-3, w poréwnaniu do A-2@68W komorkach SKOV-3
obserwowano zmieniony poziom ekspresji genow, ¢hargstycznych dla mechanizmu
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wewngtrzkomorkowego apoptozy. Wyniki bad&osslau i wsp. (2005) [145] oraz Ma
i wsp. (2008) [146] potwierdzajzdolng¢ 3,4,4',5-TMS do indukcji apoptozy dreg
mitochondriala. Mitochondria zawieraj czynniki proapoptotyczne, ktérych uwolnienie
moze nasipic m.in. pod wptywem Bax. W niniejszej pracy wykazamo linii
komérkowej SKOV-3, pod wptywem 3,4,4' 5-TMS, wzrogbziomu transkryptuBax
oraz Apaf-1, ktorych produkty biatkowe odgrywajkluczowy role w indukcji szlaku
wewnmngtrzkomorkowego. Bax aktywuje bowiem otwieranie Kama anionowych
zalezenych od napicia (VDAC, ang.voltage dependent anion channeéwretrznej btony
mitochondrialnej, co prowadzi do utraty jej potexgji uwolnienia cytochromu c [162].
Apaf-1, wigzac sk natomiast do cytochromu c, wchodzi w skiad apaptos [163]. Na
strazy tego procesu stoi jednak Bcl-2, ktory wykazujéatimie antyapoptotyczne m.in.
poprzez zapobieganie uwalnianiu cytochromu c [l@4¥hdekspresja biatka Bcl-2
w komoérkach  nowotworowych me zatem powodowa ich opornd¢ na
chemioterapeutyki poprzez hamowanie procesu apppf®85, 166]. Wykazanemu
w pracy doktorskiej wzrostowi ekspresji genow pmatptycznych towarzyszyto
obnizenie poziomu transkrypté®cl-2 orazBcl2110. Nadekspresja Bcl2110, podobnie jak
Bcl-2 zapobiega procesowi apoptozy poprzez hamawvamvalniania cytochromu c
z mitochondrium [167]. M#zna zatem stwierdgj ze 3,4,4’,5-TMS moduluje w linii
komoérkowe] SKOV-3 ekspresj genow, ktorych produkty biatkowe kontraduj
przepuszczalng btony mitochondrialnej, a wt i regulup proces apoptozy zachoy
na drodze mechanizmu wegtrekomorkowego. Wyniki prezentowane w niniejszegqy
potwierdzag obserwacje Gosslau i wsp. (2005) [145]. 3,4,4'\BST powodowat w linii
komorkowej raka ptuca WI38VA obienie ekspresji Bcl-2, a wzrost ekspresji Bax oraz
stosunku Bax/Bcl-2, zaréwno na poziomie mRNA, jabiatka. Wykazano rownig
ze proces apoptozy zachady na drodze mitochondrialnej w komorkach WI38VAtje
zalezny od p53. Zaobserwowanage obnizonej ekspresji Bcl-2 oraz podwsgzone]
ekspresji Bax towarzyszyt wzrost poziomu p53 [14Spostrzeenia te potwierdzgj
wyniki prezentowane w rozprawie doktorskiej. Wykaaabowiem,ze badany zwzek
powoduje wzrost ekspresjp53 przy jednoczesnym wzioe ekspresjiBax oraz
obnizeniu poziomu transkrypt8cl-2. Wyniki sugerw, ze 3,4,4,5-TMS w komorkach
SKOV-3 reguluje zatmie od p53 profil ekspresji gendw, ktérych produlktiatkowe
kontrolujg przepuszczalrie btony mitochondrialnej.

Do inhibitoréw apoptozy indukowanej zarbwno na d®d mechanizmu

wewngtrzkomaorkowego, jak i receptorowego najem.in. czynnik transkrypcyjny NéB
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[168]. W niniejszej rozprawie doktorskiej obserwawaze badany zwizek powoduje
istotny spadek ekspreshiFkB w linii komorkowej SKOV-3. Wyniki te potwierdzaj
liczne badania nad aktywéma biologiczry resweratrolu, wskazage na jego rel jako
inhibitora NFB [169-171]. Linia komorkowa raka jajnika SKOV-3 arlakteryzuje si
oporngcia m.in. na dziatanie TNF [159]. Spostéemia te mog ttumaczy fakt,
ze w przypadku linii komoérkowej SKOV-3 nie obserwawazmiany profilu ekspresiji
genow charakterystycznych dla mechanizmu zgwkomorkowego apoptozy.
Wykazanie w¢c obnionego poziomu transkryptiNFkB w komorkach SKOV-3
potwierdza wczéiejsze spostrzenia, ze 3,4,4’,5-TMS wplywa na poziom ekspresji
gendéw zwjzanych z apoptaz na drodze mitochondrialnel przeciwieistwie do
komoérek SKOV-3, w linii komoérkowej A-2780 wykazange 3,4,4’,.5-TMS moduluje
ekspresj genow, ktérych produkty biatkowe kontrodugpoptoz na drodze mechanizmu
zewrgtrzkomérkowego. Kluczowe znaczenie w tym procesdgrgwa m.in. TNF,
cytokina indukujca proces apoptozy poprzez zmanie z receptorerdmierci TNFR1
[172]. W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazamo linii komérkowej A-2780 pod
wptywem 3,4,4'5-TMS znagry wzrost poziomu tylko jednego transkrypiNF.
Poziom mMRNATNFR1 ulegt natomiast obpeniu (wynik nieznamienny statystycznie).
Obserwowano jednak podwszenie ekspresjiFasl, réwnie istotnego induktora
zewnytrzkomorkowego jak TNF. Zwickszonej ekspresjiFasL towarzyszyt wzrost
ekspresji receptorémierci Fas Jak dodd nie pojawity s¢ w pismiennictwie doniesienia
na temat indukcji apoptozy zateej od Fas przez 3,4,4',5-TMS oraz pozostate metylo
pochodne resweratrolu. Jednekbadania prowadzone nad biologigzaktywnacia
Zwigzku macierzystego - resweratrolu wykazatg, posiada on zdoldé do indukcji
apoptozy zaknej od Fas [106, 173, 174]. Clement i wsp. (1998phbserwowali,
ze resweratrol powoduje w liniach komorkowych HLG@2D T47D wzrost ekspresji Fas
i FasL. Wykazano ponadt@e proces apoptozy zachodzi na drodze agwkomaorkowej,
zaleznej od Fas [106]. Su i wsp. (2005) [173] oraz Attemsp. (2005) [174] rownie
obserwowali zdoIng resweratrolu do indukcji apoptozy depgeceptorow, zalezng od
Fas [173, 174]. W niniejszej rozprawie doktorskigkazano,ze podwyszonej ekspresji
Fas i FasL towarzyszy wzrost aktywnoi kaspaz wykonawczych: 3 oraz 7. Ponadto
badania prowadzone w ramach pracy doktorskiej wyjgazvzrost ekspresji genéw
proapoptotycznychTNFRSF16 TNFRSF10Aoraz TNFRSF21 wchodacych w skiad
rodziny TNF. Spostrzenia te mog zatem sugerowa ze 3,4,4’,5-TMS, podobnie jak
resweratrol, indukuje w komoérkach A-2780 procespappy zalenej od Fas na drodze
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mechanizmu zewgtrzkomorkowego. Jednak wynik ten wymaga potwierdzenia poprzez
analiz poziomu ekspres;ji biatka.
Charakterystyczn cecly biatek wchodzcych w skiad rodziny TNF jest aktywacja
czynnika transkrypcyjnego NiB, ktory — jak powszechnie wiadomo — bierze udaiah.
w hamowaniu procesu apoptozy. W aktywacji iBFprzez biatka z rodziny TNF
paosredniczy sz& biatlek TRAF, jednak dokladny mechanizm ich dziedame zostat jak
dotad poznany [175]. TRAF1 hamuje apopioma poziomie receptorow btonowych
poprzez wizanie z inhibitorem apoptozy IAP1/BIRC2, ktory wykge zdolnéc
hamowania aktywn@i kaspaz wykonawczych 3 i 7 [176]. W niniejszegprawie
doktorskiej obntonej ekspresjTRAF1towarzyszyt spadek poziomu transkry@iRC2
(ryc. 16). Pomimo,ze nie obserwowano zmiany poziomu transkryptbxB (wynik
nieprezentowany), wykazano zkszenie aktywnéci kaspaz wykonawczych: 3 oraz 7.
Ponadto wykazano obignie poziomu ekspresji gendw antyapoptotyczny¢hAF3
TRAF5 oraz TRAF7 Mozna zatem stwierdgi ze 3,4,4',5-TMS moduluje w linii
komorkowej] A-2780 ekspresjgenow, ktorych produkty biatkowe kontraduproces
apoptozy zachodey na drodze mechanizmu receptorowego. W niniejsagprawie
doktorskiej po raz pierwszy wykazano zdaihad3,4,4',5-TMS do regulacji ekspresiji
gendow  charakterystycznych dla mechanizmu  z¢mwkomodrkowego  hdz
wewngtrzkomorkowego apoptozy, zalde od rodzaju komoérek.

Jedno z zaleen przeciwnowotworowego dziatania 3,4,4',5-TMS wpesuse
w prowadzone obecnie intensywne poszukiwanie leladtywowanych bezpoednio
w komaorce nowotworowej. Koncepcja ta oparta jestspastrzeeniu, ze w komaorkach
nowotworowych cgsto dochodzi do ekspresji charakterystycznych ddaedo typu
nowotworu enzymoéw, ktdre niegsobecne w komorkach prawidtowych [177].
Poszukiwane g wigc substancje, ktére maguleg& aktywacji w komodrkach
nowotworowych za sprawspecyficznie wyspujacych w nich enzymow. Wykazano,
ze metaboliczna aktywacja gsteczki 3,4,4’,5-TMS prowadzi do powstania pochadny
posiadajcych zaréwno grupy metylowe, jak i hydroksylowe 314 W przypadku
3,4,4,5-TMS enzymem, ktory me katalizowa jego biotransformagjdo aktywnych
metabolitow jest CYP1B1 [178]. W komoérkach prawigdich enzym ten jest
niewykrywalny, pomimo ekspresji na poziomie mRNAsRres§ zarowno biatka, jak
i mMRNA CYP1B1 zidentyfikowano natomiast w komérkaghiwodzcych s¢ z r&nego
typu nowotwordéw [68, 177]. Dlatego #eaktywacja pro-lekbw do czynnych zwkow
cytotoksycznych bezgoednio w komérkach nowotworowych wydajee shbiecujca
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strategy przeciwnowotworow. Jednym z takich zwikdéw jest Phortress pro-lek
aktywowany przez CYP1B1 i CYP1ALl. Jednakvykazanoze Phortress poprzez swoje
metabolity, powoduje jednocg@e wzrost ekspresji enzymow z rodziny CYP1 w linii
komorkowej raka piersi MCF-7 [75]. CYP1A1l oraz CYBAlbiory udziat w aktywacji
prokancerogenéw oraz hydroksylacji estronu do a-kstradiolu, &dacej kluczowym
etapem kancerogenezy hormonoza [68]. Ponadto, enzymy z rodziny CYP1 ulegaj
czesto nadekspresji w ludzkich komorkach nowotworowygth niniejszej rozprawie
doktorskiej poréwnano poziom mRNA i biatka CYP1lAitap CYP1B1 w badanych
liniach komoérkowych raka jajnika. Wykazanae wyjsciowy poziom ekspresji CYP1B1
byt o potowe nizszy w linii komorkowej A-2780, w poréwnaniu do koreé& SKOV-3.
Odmienny profil ekspresji CYP1B1 me m.in. tlumacz§ rozng aktywnaé
przeciwnowotworow 3,4,4’,.5-TMS w komorkach A-2780 oraz SKOV-3.
Ze wzgkdu na udziat enzyméw z rodziny CYP1 w procesie nowezenia,
poszukiwanie inhibitorow CYP1Al oraz CYP1B1 stanawwniez jeden z gtownych
celow terapii przeciwnowotworowej. W niniejszej poawie doktorskiej wykazano
zdolna¢ 3,4,4’,5-TMS do zmniejszania ekspresji CYP1AL16raro w linii komorkowej
A-2780, jak i SKOV-3. Obserwowano rownjeze badany zwizek powoduje obuienie
poziomu MRNA oraz biatka CYP1B1 w komérkach SKOMiBniej wraliwej na
dziatanie 3,4,4',5-TMS). W linii komorkowej A-278@ykazano natomiast catkowite
wyciszenie ekspresji biatka CYP1B1l. Wéarjsze doniesienia literaturowe wskaguj
jednake, ze CYP1B1 katalizuje biotransformac,4,4’,5-TMS [178]. Spostrzenia te
mog zatem sugerowaze 3,4,4',5-TMS ulega najpierw metabolicznej aktyjvaczez
CYP1B1, apowstafe metabolity poprzez ukiad spienia zwrotnego modulyj
ekspresj enzymow CYP1B1 oraz CYP1Al. Sale i wsp. (2005) bsaovowali,
ze pomimo braku zdoldoi 3,4,4',5-TMS do hamowania ekspresji COX-2, badan
zwigzek powodowat obaenie poziomu PGE-2 w komorkach raka gikicy HCA-7.
Autorzy ci rOéwnie sugeryj, ze to widnie metabolity 3,4,4',5-TMS: 3’-hydroksy-
3,4,5,4’-tetrametoksystylben, 4’-hydroksy-3,4,5xetoksystylben, 4- hydroksy-3,5,4'-
trimetoksy-stylben oraz 3-hydroksy-4,5,4’-trimetgktylben, pérednicz w obnieniu
poziomu PGE-2. Ponadto wykazarm w przeciwiéastwie do badanego zyaku, jego
metabolity posiadgjzdolng¢ do hamowania COX. Wyniki te megwvyjasniac udziat
3,4,4,5-TMS w redukcji poziomu PGE-2 [144]. Aktyaét biologiczna metabolitow
3,4,4,5-TMS byta przedmiotem batlaAndroutsopoulos i wsp. (2011). Wykazano,
ze tylko jeden z nich: 3'- hydroksy-3,4,5,4'-tetramlesystylben hamuje proliferacj
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komorek raka wtroby HepG2 oraz komoérek raka piersi MCF-7, kigeuje na drog
apoptozy [142]. Powasze spostrzeenia sugerwj zatem,ze metabolity 3,4,4’,5-TMS
mog by¢ aktywne biologicznie i wplyw@d na ekspregj CYP1B1 oraz CYP1ALl.
Prawidtowa interpretacja uzyskanych w niniejszeagyr wynikow wymagataby jednak
przeprowadzenia dalszych badaiwzgkdniajgcych syntez metabolitow badanego
Zwigzku.

Ekspresja enzyméw z rodziny CYP1 jest aktywowanezep czynnik
transkrypcyjny AhR [73]. Wykazanaze resweratrol, ktéry podlega biotransformacji
przez CYP1B1 do trzech metabolitéw [130], jest mchenie antagonigt AhR oraz
posiada zdoln@ hamowania CYP1Al i CYP1B1 [179]. ¥wietle tych danych zbadano
w niniejszej rozprawie doktorskiej wptyw 3,4,4’,95 na poziom mRNA i biatka AhR.
Wykazano,ze zdolng¢ 3,4,4',5-TMS do modulowania ekspresji CYP1Al o@¢P1B1
w liniach komorkowych SKOV-3 i A-2780 nie zakeod AhR. Pomimoze obserwowano
zmiany na poziomie transkryp®hR nie odnotowano istotnych idic w ekspresji tego
biatka. Spostrzesnia te potwierdzaj wyniki bada Chun i wsp. (2005). Wykazano
zdolna¢ innej metylowej pochodnej resweratrolu 2,3’,4 &rametoksystylbenu do
modulowania ekspresji CYP1B1 na drodze mechanizimniez niezalenego od AhR
[151].

Z uwagi na faktze komorki nowotworowe gsw stanie cigtego, niewielkiego
stresu oksydacyjnego, nawet nieznaczne zmiany réagoredoks maog by¢ przyczyn
procesu apoptozy [51, 66]. W tym aspekcieszki 0 wiaciwosciach prooksydacyjnych
sa potencjalnym nakgdziem terapeutycznym. Wieglz, ze 3,4,4’,5-TMS jest aktywowany
metabolicznie do cytotoksycznych hydroksylowych etghowych pochodnych [142],
zbadano jego zdoldé do indukcji stresu oksydacyjnego. W niniejszej praavie
doktorskiej wykazanaze 3,4,4',5-TMS powoduje generowanie ROS w linii lavkowej
A-2780 oraz SKOV-3. Ponadto obserwowane nasilettiess oksydacyjnego byto
proporcjonalne do wzrostuegenia badanego zwiku, zarowno w komérkach SKOV-3,
jak i A-2780. Powysze spostrzenia sugerwj, ze indukcja stresu oksydacyjnego iao
by¢ wynikiem metabolicznej aktywacji 3,4,4’,5-TMS naodze hydroksylacji przez
enzymy z rodziny CYPL1. Przyktadem pro-leku wykazapo podobne dziatanie jestyl
Oxime W wyniku jego metabolizmu przez CYP1B1 dochodzn phdukcji stresu
oksydacyjnego poprzez uwolnienie NO co powoduje apoptez komorek

nowotworowych [68].
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W celu analizy przeciwnowotworowego dziatania 4&,5;TMS in vivo
wykorzystanow niniejszej rozprawie doktorskiej metpdanysich ksenograftow SCID,
pozbawionych funkcjonalnych limfocytow T i B. Wykaystanie tego modelu
eksperymentalnego pozwolito na wszczepienie ludekiomoérek nowotworowych
A-2780 (bardziej wrdiwych na cytotoksyczne dziatanie 3,4,4’,5-TMS) lmgzyka ich
odrzucenia i zniszczenia przez uktad immunologicdak dodd, schemat badan vivo
obejmowat kadorazowo, w odpowiednim przedziale czasowym dekapitmyszy,
wyciecie guza ijego subiektyvgnocere. Model mysich ksenograftow SCID utdiovit
przyzyciows, nieinwazyjm ocerg rozwoju guza i kontrolowanie odpowiedzi komorek
nowotworowych na badany zaviek. Weryfikacji dziatania przeciwnowotworowego
3,4,4',5-TMS dokonano poprzez oegjego wptywu na rozmiary guza. Li i wsp. (2009)
rowniez wykorzystali metod mysich ksenograftow w celu zbadania dziatania
przeciwnowotworowego innej metylowej pochodnej resatrolu: 2,3,4,4',5'-
pentametoksystylbenu w komorkach rakaeekicy HT-29. Wykazano zmniejszenie
rozmiarow guza o 31% i 39%, odpowiednio w grupieiezmt, ktérym podawano
2,3,4,4" 5 -pentametoksystylben wegeniu 25 mg/kg m. c. oraz 100 mg/kg m. ¢ [152].
W przeciwigistwie do wynikow Li i wsp. (2009), w niniejszej imawie doktorskiej nie
wykazano istotnych gdnic w rozmiarach guza poguzy grug kontrolrg a grup bada,
ktéra otrzymywata 3,4,4’,5-TMS w @teniu 100 mg/kg m. c. W badaniach Li i wsp.
(2009) 2,3',4,4',5'-pentametoksystylboen podano noyszpo 10 dniach od momentu
wszczepienia komérek (3 min/mysz), kiedy qbj¢ guza wynosita 130 mi[152].

W eksperymencie prowadzonym w ramach niniejszejpnazy doktorskiej terapi
3,4,4',5-TMS rozpocgo po 14 dniach od podania komorek (rown@emin/mysz), kiedy
rozmiar guza wynos#rednio 170 mm Spostrzeenia te mog sugerowa, ze p&niejsze
rozpoczcie podawania 3,4,4’,5-TMS oraz ¢ksze rozmiary guza wplgly na
niepowodzenie terapii. Niewykazanieznic w rozmiarach guzOw pogdzy grup
kontrolm i badal maze jednak wyniké z niskiej aktywnéci 3,4,4’,5-TMS w warunkach
eksperymentalnycim vivo. Badania Sale i wsp. (2005) z wykorzystaniem mysag"™*
stanowjcych model kancerogenzy uktadu pokarmowego, wyldigcmaozliwos¢ braku
aktywnaci biologicznej badanego zyaku in vivo. Wykazano bowienyze 3,4,4',5-TMS
powoduje zmniejszenie rozmiaréw gruczolaka o 24%onwdwnaniu do grupy kontrolnej
[75]. Potwierdzenie przez Sale i wsp. (2005) preowotworowego dziatania badanego

Zwigzku in vivo sugeruje,ze rozpocgcie - w ramach rozprawy doktorskiej - terapii
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3,4,4',5-TMS o0 4 dni pgniej w poréwnaniu do badaLi i wsp. (2009), kiedy olgtos¢
guza przekracza 130 nipmogta mié decydujcy wplyw na jej niepowodzenie.
Podsumowujc naley stwierdzé, ze uzyskane w niniejszej pracy wyniki
wyjasniaja czesciowo mechanizm dziatania przeciwnowotworowego43,8;TMS w linii
komoérkowej raka jajnika SKOV-3 oraz A-2780. Powdnde uwaa Sk, ze komorki
nowotworowe w drodze ewolucji rozwily i utrwality modyfikacje wielu szlakow
sygnalizacyjnych, chrogcych je przed odpowiedgi uktadu immunologicznego
gospodarza. Dlatego #eleki przeciwnowotworowe dzialgge na drodze jednego
mechanizmu okazgj si¢ czesto nieskuteczne. W niniejszej rozprawie doktolskie
wykazano wielokierunkowe dziatanie przeciwnowotweeo 3,4,4'.5-TMS poprzez
indukcje procesu apoptozy na drodze kilku mechanizméw. Bamize rozprawa
doktorska wpisuje 8 w znany od dawna problem poszukiwazwigzkéw
przeciwnowotworowych dziatggych poprzez indukej apoptozy w komorkach
nowotworowych, stanowi jednak égenowego kierunku badazwiazkéw zdolnych do
selektywnej inhibicji lub obrienia ekspresji obecnych w komoérkach nowotworowych
enzymow z rodziny CYPL. Istotne znaczenie w aspekerapeutycznym nie mie
korelacja pomydzy wyjsciowym poziomem ekspresji CYP1B1 a dziataniem badan
zwigzku. Uzyskane wyniki sugem)j ze r&ny poziom ekspresji CYP1B1 me

warunkowa wrazliwos$¢ komaorek na cytostatyki stosowane w terapii raaika.
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. Przeprowadzona analiza cytotoksycsmo 12 metylowych pochodnych
resweratrolu na 11 nowotworowych liniach komorkotvycumaliwita
wyselekcjonowanie 3,4,4’,5-TMS. Do dalszych hadeybrano ling komorkowy
raka jajnika A-2780, w ktorej badany zmek wykazat najwisz aktywnaé
cytotoksyczn (ICs50=0,71+0,18 uM), a tate linic komorkows wywodzcy sie
ztego samego nowotworu SKOV3, charakteryzyj sii duwo mniejsa
wrazliwoscia na 3,4,4’,5-TMS (IG=11,51+2,25 pM).

2. Cytotoksyczne dziatanie 3,4,4’,5-TMS ima wizat z jego zdolnéciag do indukcji
procesu apoptozy. Wsgza aktywné cytotoksyczna badanego zwku
w komorkach A-2780 koreluje z silniejszym dziatanie proapoptotycznym
3,4,4',5-TMS, w poréwnaniu do linii komorkowej SKQ¥/.

3. W modelu eksperymentalnymn vitro wykazano plejotropowe dziatanie
przeciwnowotworowe 3,4,4’,5-TMS poprzez induk@rocesu apoptozy w liniach
komorkowych raka jajnika A-2780 oraz SKOV-3 na dredkilku mechanizmow.

4. Badany zwizek wptywa na aktywnig proliferacyjra komérek A-2780. Wykazano
bowiem, ze 3,4,4',5-TMS powoduje zablokowanie cyklu komorleme w fazie
G2/M.

5. 3,4,4,5-TMS moduluje, zalmmie od rodzaju komoérek, poziom ekspres;ji
gendéw pro- i antyapoptotycznych, charakterystychnydla mechanizmu
wewngtrzkomorkowego lub  zewgtrzkomorkowego apoptozy. W komoérkach
SKOV-3 obserwowano pod wplywem badanego gzkii zmieniony profil
ekspresji genow, ktorych produkty biatkowe kontjelyprzepuszczalrig btony
mitochondrialnej, a wic i regulup proces apoptozy zachedx na drodze
mechanizmu wewgtrzkomoérkowego. W linii komorkowej A-2780, wykazano
zdolnai¢ 3,4,4 ,5-TMS do modulowania poziomu transkryptow
charakterystycznych dla mechanizmu zetnmkomorkowego apoptozy oraz
zwickszania aktywng&i kaspaz wykonawczych 3 i 7. Dzialanie
przeciwnowotworowe badanego azzku w komérkach A-2780 mme zatem
wynika¢ m.in. ze zdolngci 3,4,4',5-TMS do indukcji apoptozy na drodze

mechanizmu zewgtrzkomorkowego apoptozy.
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6. Sugeruje s, ze 3,4,4,5-TMS ulega najpierw metaboliczne] aktywaarzez
CYP1B1, a powstage metabolity poprzez uktad spzenia zwrotnego modulyj
ekspresj enzymow CYP1B1 oraz CYP1Al. W linii komérkowej A&0
wykazano catkowite wyciszenie ekspresji biatka CBR.1 ktorego wyciowy
poziom byt o potow nizszy w poréwnaniu do komorek SKOV-3. Odmienny profil
ekspresji CYP1B1 w badanych liniach komérkowychzenttumaczy ich razng
wrazliwos¢ na 3,4,4',5-TMS. Sugerujecsize r&ny poziom ekspresji CYP1B1
maoze warunkowdé odpowied komorek na cytostatyki stosowane w terapii raka
jajnika.

7. Zdolncs¢ badanego zweku do indukcji stresu oksydacyjnego w liniach
komorkowych A-2780 oraz SKOV-3 me by wynikiem metabolicznej aktywacji
3,4,4',5-TMS na drodze hydroksylacji przez enzynmpdziny CYP1.

8. Wykazany w modelu eksperymentalnym mysich ksent@raSCID brak ranic
w rozmiarach guza pogdzy grum kontrolrg a grup badar otrzymupca 3,4,4’,5-
TMS w stzeniu 100 mg/kg m. c. nie wyklucza jego aktyweriobiologicznej

in vivo.
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7. ZASTOSOWANE SKROTY

ACTB- beta-aktynalfeta actin

ADS- antyoksydacyjny uktad ochrony organiznamijoxidant defense systgm
AhR- receptor wglowodorow arylowychdryl hydrocarbon receptQr
AlFs (apoptosis-inducing factoys

ARNT- translokazagdrowa — AhR nuclear translocatgr

B>M- beta-2-mikroglobulinalfeta-2-microglobulii

Bax BCL2-associated X protéin

Bcl-2 (B cell ymphoma gene)2

Bid (BH3 interacting domain death agonist

BIM- mediatorsmierci komorki Bcl-2-interacting mediator of cell degth
BIRC2 (baculoviral IAP repeat containing) 2

CAPK (ceramide-activated protein kinages

CAPP ceramide-activated protein phosphatase

CARD- domena aktywacji i rekrutacji kaspa&agpase activation and recruitment donjain
CAT- katalaza ¢atalasée

COMT- katechol-O-metyltransferazeatechol O-methyltransferase
COX-1,-2- cyklooksygenaza-1, -2yclooxygenase-1, }2

Cp (crossing point

CU- wrzodziegce zapalenie jelita grubegoa(itis ulcerosa

DCF- 2',7’- dichlorofluoresceina

DD- domena&mierci ([death domaip

DED- domena wykonawczanierci (death effector domaips

DISC (Death-inducing signaling complex

DMSO- dimetylosulfotlenekdimethyl sulfoxide

DMU-214- 3'-hydroksy-3,4,5,4-tetrametoksystylben

DMU-281- 4’-hydroksy-3,4,5-trimetoksystylben

DMU-291- 4-hydroksy-3,5,4’-trimetoksystylben

DMU-807- 3-hydroksy-4,5,4’-trimetoksystylben

DR- receptogmierci (death receptor

DSS @extran sodium sulphgte

EF (enrichment factor

FADD (Fas-associated death domain

FAK (focal adhesion kinage

FBS- ptodowa surowica bygtta fetal bovine seruin

GAPDH- dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowégtyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenage

GR- reduktaza glutationowagl(itatione reductage

GSH-Px- peroksydaza glutationowgiutathione peroxidage

GST- transferaza glutationowgltathione S-transferaye

GST- transferaza glutationowgltathione S-transferaye
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H,DCF- 2’,7’-dichlorodihydrofluoresceina

H,DCF-DA- dioctan 2’-7’- dichlorofluorescyny

H2O»- nadtlenek wodoru

HBSS Hank’s balanced salt solutign

HOCI- kwas podchlorawy

HPRT1- fosforybozylo-transferaza hipoksantyno-goania fypoxanthine-guanine
phosphoribosyl-transferaye

HRP- peroksydaza chrzanowe(rse radish peroxidaye

IAPs- inhibitory apoptozyifhibitors of apoptosis

INOS- indukowalna syntaza tlenku azotd{cible nitric oxide synthaye
LASS (ongevity assurance gerjes

LDL (low density lipoprotein

MAPK (mitogen-activated protein kinages

MDM2 (murine double minute)2

MFO- wieloczynnéciowa monooksygenazan(xed function oxida3e
NATs- aryloamino N-acetyltransferazgrylamine N-acetyltransferases
NO- tlenek azotu

O, - anionorodnik ponadtlenkowy

Osz- ozon

OH- rodnik hydroksylowy

PBMC- jednogdrzaste komorki krwi obwodowepPéripheral Blood Mononuclear Cells
PBS phosphate buffered salipe

PCAF- p300/CBP-associated factor

PGE-2- prostaglandyna E@rpstaglandin E?

PI3K- 3-kinaza fosfatydyloinozytolu pfiosphatidylinositol 3-kinaje
PKA (protein kinase A

PMS- 2,3',4,4’,5’-pentametoksystylben

ROS- reaktywne formy tlenugactive oxygen species

RPL13A ©0S ribosomal protein L13A

RR- reduktaza rybonukleotydowabpnucleotide reductage
RT-gPCR- PCR w czasie rzeczywistyRe@l-time quantitative POR
SCID (severe combined immunodeficiency)

SOD- dysmutaza ponadtlenkowsaiperoxide dismutake

SULTSs- sulfotransferazys(ilfotransferasgs

tBid (truncated Bidl

TMS- 2,3',4,5'-tetrametoksystylben

TNF- czynnik martwicy nowotworowt§mor necrosis factr

TNFR {tumornecrosis factor receptpr

TNFRSF10A fumor necrosis factor receptor superfanily

TPMT- S-metyltransferaza tiopuryngh{opurine S-methyltransferase
TRADD (TNFR-1 associated death domjin

TRAF1 (TNF receptor-associated facor

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducirgahd
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UGT- UDP-glukuronozylotransferazelDP-glucuronosyltransferage
WHO- Swiatowa Organizacja Zdrowia\(orld Health Organization
XRE- elementy odpowiedzi na ksenobiotykefiobiotic response elements
YWHAZ (14-3-3 protein zeta/delja

2',3,3,4,4-PMS- 2',3,3',4,4’-pentametoksystylben

2',3,3",4-TMS- 2’,3,3’,4-tetrametoksystylben

2',3,4,4 5-PMS- 2',3,4,4',5'-pentametoksystylben

2',.3,4,4-TMS- 2',3,4,4’- tetrametoksystylben

3,3,4,4'5,5-HMS- 3,3',4,4",5,5'-heksametoksydbdn
3,3,4,5,5-PMS- 3,3',4,5,5-pentametoksystylben

3,3,4,5-TMS- 3,3',4,5'-tetrametoksystylben

3,3',5,5-TMS- 3,3',5,5'-tetrametoksystylben

3,4,4' ,5-TMS/ DMU-212- 3,4,4’,5-tetrametoksystylben
3,4,4'5-TMS- 3,4,4",5'-tetrametoksystylben

3,4',5-tMS- 3,4’,5-trimetoksystylben

3,4,4' 5-TMS- 3',4,4’ 5-tetrametoksystylben
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STRESZCZENIE

Nowotwory g drugg po chorobach ukladu #&renia przyczyn zgonow
w wigkszasci krajow. Pomimo ogromnych wysitkébw zmiergeych do opracowania
skutecznych metod leczenigmiertelnd¢ z powodu chor6b nowotworowych nie
zmniejszyta si przez ostatnie 25 lat. Dlatego zteposzukiwanie zwizkOw
przeciwnowotworowych nadal nale do priorytetow na polu walki z chorobami
nowotworowymi. Resweratrol jest naturalnie wystjaca fitoaleksyry hamugca proces
nowotworowy na wszystkich trzech etapach jego rgawoNiska biodospnasé
resweratrolu ogranicza jednakmazliwos¢ jego klinicznego zastosowania. #ietle tych
danych poszukiwanie nowych analogow resweratroldajgy st by¢ rozgdng strategi
przeciwnowotworow. Zwigzkami o lepszych parametrach farmakokinetycznych
oraz czsto o silniejszym dziataniu przeciwnowotworowympochodne metylowe.

Celem niniejszej rozprawy byto wykazanie vd@vosci przeciwnowotworowych,
wybranego spood 12 pochodnych, metylowego analogu resweratmwlumodelach
eksperymentalnyclin vitro orazin vivo. Podgto takze prole wyjasnienia mechanizmu
dziatania przeciwnowotworowego wybrane] metyloweglpodnej resweratrolu na drodze
indukcji procesu apoptozy.

Przeprowadzone badania skryningowe 12 metylowyohlogow resweratrolu
Z wykorzystaniem testu MTT unakwity wyselekcjonowanie 3,4,4'5-
tetrametoksystylbenu (3,4,4',5-TMS), aku o najwysze] aktywnéci cytotoksycznej.
Do dalszych badawybrano ling komorkows o najwikszej wraliwosci na badany
zwigzek: linic komorkows raka jajnika A-2780 oraz lini komorkows wywodzca Sie
Z tego samego nowotworu SKOV-3, charakteryzupic duzo mniejsa wrazliwoscig na
3,4,4’ ,5-TMS. W celu wyjgnienia mechanizmu cytotoksycznego dziatania 33-,#MS,
poprzez ocepjego zdolnéci do indukcji apoptozy, wykorzystano test ELISAasRIgujc
sie cytometry przeptywows badano aktywni proliferacyjry komorek raka jajnika pod
wptywem badanego zwaku. Zdolng¢ 3,4,4',5-TMS do modulowania profilu
ekspresji gendéw pro- i antyapoptotycznych, chargktgcznych dla mechanizmu
wewngtrzkomorkowego lub zewvgtrzkomérkowego apoptozy, analizowano za pognoc
techniki PCRarray. Aktywn@ kaspaz wykonawczych 3 oraz 7 zbadano natomiast za
pomoa testu Caspase-Gl®B/7, opartego na luminescencyjnej reakcji lucyfgraV celu
okreslenia ekspresji mRNA oraz biatek CYP1Al, CYP1B1 ihRA wykorzystano

odpowiednio, technik RT-gPCR oraz Western blotting. Zdoféo 3,4,4’,5-TMS do
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indukcji stresu oksydacyjnego analizowano za penh®CF-DA. Weryfikacji dziatania
przeciwnowotworowego badanego zmku dokonano z zastosowaniem modelu mysich
ksenograftow SCID, ktérym wszczepiono najbardziggidiwe na dziatanie 3,4,4',5-TMS
komorki raka jajnika A-2780. Metoda ta umhigvita przyzyciows, nieinwazyjm ocerg
rozwoju guza i kontrolowanie odpowiedzi komorek A8P na badany zwzek.

W niniejszej rozprawie doktorskiej wykazarie, wyzsza aktywnéc cytotoksyczna
badanego zwiku w komérkach A-2780 koreluje z silniejszym daidem
proapoptotycznym 3,4,4’,5-TMS, w porownaniu do ilinkomorkowej SKOV-3.
Obserwowanoze 3,4,4',5-TMS wplywa na aktywi§é proliferacyjra komoérek A-2780,
powodupc blokowanie cyklu komoérkowego w fazie G2/M. W likbmorkowej A-2780,
wykazano zdoln& 3,4,4',5-TMS do modulowania poziomu transkryptow
charakterystycznych dla mechanizmu zetnmkomorkowego apoptozy oraz zkszania
aktywndaci kaspaz wykonawczych 3 i 7. W komérkach SKOV-3atwowano natomiast
pod wptywem badanego zyzku zmieniony profil ekspresji gendw, ktorych prétiu
biatkowe kontroluy przepuszczaliigé btony mitochondrialnej. Jedno z zaéh
przeciwnowotworowego dziatania 3,4,4,5-TMS wpisuge réwniez w prowadzone
obecnie intensywne poszukiwanie lekéw aktywowanymézpdrednio w komorce
nowotworowej. Sugeruje gibowiem, ze 3,4,4’,5-TMS ulega najpierw metaboliczne]
aktywacji przez CYP1B1, a powsiag metabolity poprzez uktad spfenia zwrotnego
powodup obnizenie ekspresji CYP1B1 oraz CYP1A1l, odgryyesch kluczowy role
w kancerogenezie hormonozaiej. Ponadto wykazanee zdolnd¢ badanego zwiku do
indukcji stresu oksydacyjnego o by réwniez wynikiem metabolicznej aktywacji
3,4,4',5-TMS na drodze hydroksylacji przez enzympdziny CYP1. Pomimo wykazania
w niniejszej rozprawie doktorskiej braku wptywu baeégo zwizku na rozmiary guza
w modelu mysich ksenograftow SCID, nie wyklucza ggo aktywnéci biologicznej
in vivo.

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki dowiod#e cytotoksyczne dziatanie 3,4,4’,5-
TMS mazna wigzat z jego zdolnécig do indukcji procesu apoptozy. Ponadto, wgjano
czesciowo plejotropowe dziatanie przeciwnowotworowe &elgo zwizku w uktadzie
eksperymentalnymn vitro poprzez indukegj apoptozy na drodze kilku mechanizméw.
Prezentowane w pracy wyniki sugeyupwniez, ze razny poziom ekspresji CYP1B1 me

warunkow& wrazliwos¢ komorek na cytostatyki stosowane w terapii rakpika.
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SUMMARY

Title:

“The anticancer effect of methylated resveratrol amlogues”
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ovarian cancer, apoptosis, resveratrol, methylesderatrol analogues, 3,4,4’,5-TMS

Cancers, after cardiovascular diseases, are twndeaeason for deaths in most
countries in the whole world. Despite many effoaisming at working out successful
treatment methods, deaths caused by cancer diseagesot been decreased for over 25
years. Therefore, searching for new anticancer tagenstill the priority in the field of
struggling with cancer. Resveratrol is a naturabcurring fitoalexin that inhibits the
process of cancer development in all three stagesiever, the low bioavailability of
resveratrol limits its clinical application. Takingto account all of these data, searching
for resveratrol analogues seems to be the corteategy in anticancer therapy. The
compounds that have better pharmacokinetic parasnatel more potent anticancer effect
are methyl analogues of resveratrol.

The aim of PhD thesis was to show anticancer ptiggeof methyleted analogue,
chosen from 12 derivatives of resveratrol,ifnvivo andin vitro experimental model.
Moreover, the study was also an attempt to clah&anticancer mechanism of the chosen
methyleted resveratrol analogue by the inductioapmiptosis.

After screening analyses of 12 methylated resk@ranalogues by means of MTT
test, the agent that has the highest cytotoxicvitgti 3,4,4’,5-tetramethoxystilbene
(3,4,4',5-TMS) was found. Further investigationsluded ovarian cancer cell line A-2780
with the highest sensitivity to tested compound eelll line deriving from the cancer of
the same type SKOV-3, much less sensitive to 3%BAMS. To clarify the cytotoxic
effect of 3,4,4’,5-TMS through its ability to apogis induction, test ELISA was
performed. The proliferation activity of ovariamncar cell lines after treatment of 3,4,4’,5-
TMS was analyzed by means of flow cytometry. Teeasghe ability of 3,4,4’,5-TMS to
modulate the expression profile of pro- and anfpiic genes, outstanding for
intracellular and extracellular mechanisms of apsigt the PCRarray method was applied.

The activity of caspases 3 and 7 was analyzed mguBaspase-Gfo3/7 test which is
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based on the luminescence reaction of luciferadter Aising RT-gPCR and Western-
blotting assays, the expression of CYP1Al, CYP1Bd AhR on the mRNA and protein
level was determined. Moreover, the ability of 8,4-TMS to induce oxidative stress was
analyzed by means of ,BEICF-DA. The anticancer properties of 3,4,4,5-TMS®re/
verified in SCID mice, into which cancer cells A8&¥ were injected. Tumor xenograft
models in SCID mice enabled intravital and non-giva analyses of tumor growth and
development as well as an assessment of cancerresibonse to therapeutic doses of
tested compound.

It has been observed that increased cytotoxiwiacof 3,4,4',5-TMS in A-2780
ovarian cancer cells correlates with its higherapaptotic activity, as compared to
SKOV-3 cell line. It has been found that 3,4,4’,BtS influences proliferative activity of
A-2780 cells, causing the block of cell cycle ir t32/M phase. In A-2780 cell line, the
ability of 3,4,4'5-TMS to: (i) modulate the gengwmofile expression specific for
extracellular mechanism of apoptosis, and (ii) @ase the activity of caspase 3 and 7 was
also noted. On the other hand, in SKOV-3 cell lomanges have been observed in the
expression level of genes, whose protein prodwegdslate permeability of mitochondrial
membrane. One of the assumptions of 3,4,4’,5-TMi&amcer activity is becoming the
part of searching for compounds that may be a@d/airectly in the cancer cells. It has
been suggested that 3,4,4,5-TMS is activated trémsformation of CYP1B1, and
synthetized metabolites decrease the expressi@YPBfLB1 and CYP1Al by the feedback
loop. Moreover, it has been suggested that thecirwu of oxidative stress by 3,4,4’,5-
TMS may be the result of hydroxylation by CYP1 finenzymes. Although the lack of
the influence of 3,4,4’,5-TMS on the tumor sizes SCID mice has been revealed, it has
not disqualified 3,4,4’,5-TMS biological activitg vivo.

Taking into account all of these results, it maydbated that cytotoxic activity of
3,44 5-TMS is associated with its ability to apwogs induction. Moreover,
multidirectional anticancer effect of 3,4,4’,5-TMi$in vitro experimental model through
several molecular mechanisms has been partiallyaeqa. Results of this study also
suggest that a different expression level of CYPhily influence the sensitivity of cells

on the chemotherapeutics used in ovarian canceihe
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OSWIADCZENIE

Niniejszym édwiadczam, 1 jestem autorem praaoktorskiej p.t.:

.Dziatanie przeciwnowotworowe metylowych analogéw esweratrolu”

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodz{bbrgakiegokolwiek udziatu oséb
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracyed#tury przedmiotu i materiatow
zrédtowych, stanowi ona praoryginalrg, nie narusza praw autorskich oraz débr osobistych
0s0b trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozen.

Oswiadczam rownig, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informadjgre
zostaly uzyskane w sposéb niedozwolony prawem arazbyta dotychczas przedmiotem
zadnej urgdowej procedury zvgzanej z uzyskaniem stopnianaukowego doktor nauk
farmaceutycznych.., a ztaona przeze mnie dyskietka/ptyta CD zawiera elektmy zapis
przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczénie agswiadczam,ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji dorkystania z wgej wymienionej pracy
bez ograniczi czasowych i terytorialnych w zakresie obrotwmbkami, na ktérych prac
utrwalono przez: wprowadzanie do obrotuyerenie lub najem egzemplarzy w postaci
elektronicznej a nadto upowaam Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskieg
w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pragyzakresie wprowadzania jej
do pam¢ci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udgstiania w formie elektronicznej

oraz drukowanej.
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OSWIADCZENIE

Wyrazam zgo@ na udosipnienie mojej rozprawy doktorskiej w Czytelni Nawuke
Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego im. K.ktankowskiego w Poznaniu oraz w
formie elektronicznej w Wielkopolskiej Biblioteceyttowej (www.wbc.poznan.pl

Pozna, dnia
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