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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

4-HHE - 4-hydroksyheksenal

4-HNE - 4-hydroksynonenal

AGEs - koncowe produkty zaawansowanej glikacji (ang. advanced glycation end-
products)

ALEs - koncowe produkty zaawansowanej lipoksydacji (ang. advanced lipoxidation
end-products)

ALT - aminotransferaza alaninowa

AP-1 — czynnik transkrypcyjny (ang. activating protein 1)

ARE - region odpowiedzi antyoksydacyjnej (ang. antioxidant response element)

AST — aminotransferaza asparaginianowa

GGT - y-glutamylotransferaza

ATP - adenozyno-5'-trifosforan

CAT - katalaza, (ang. catalase)

COX - cyklooksygenaza (ang. cyclooxygenase)

DMU-212 - 3, 4, 5, 4> — tetrametoksystylben

FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine dinucleotide)

FADH, — zredukowana forma dinukleotydu flawinoadeninowego

G6PD - dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (ang. glucose-6-phosphate
dehydrogenase)

GPx — peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase)

GR - reduktaza glutationowa (ang. glutathione reductase)

GSH - glutationu zredukowany, y — glutamylocysteinyloglicyna

GSSG - glutation utleniony

GST - S-transferaza glutationowa (ang. glutatione S-transferase)

HCC - rak watrobowo-komorkowy (ang. hepatocellular carcinoma)

Keapl — biatko wigzace czynnik Nrf2 w cytoplazmie (ang. Kelch-like ECH-associated
protein 1)

LDH — dehydrogenaza mleczanowa;

LH — wielonienasycony kwas tluszczowy

LOOH - nadtlenki (wodoronadtlenki) kwasow ttuszczowych



LOX — lipooksygenaza

LPS — lipopolisacharyd

MDA — dialdehyd malonowy

MRNA — matrycowy kwas rybonukleinowy

NAD" — utleniona forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

NADH - zredukowana forma dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (ang.
nicotinamide adenine dinucleotide)

NADP" — utleniona forma fosforanu dinukleotydu nikotynamidoadeninowego

NADPH - zredukowana forma fosforanu dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego
(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate)

NDEA — N-nitrozodietyloamina

NFkB - jadrowy czynnik transkrypcyjny kappa B (ang. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells)

NO - tlenek azotu

NOS - syntaza tlenku azotu (ang. nitric oxide syntase)

NQO1 - oksydoreduktaza NAD(P)H:chinonl (ang. oxidoreductase NAD(P)H:
quinonel)

Nrf2 — jadrowy czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related
factor 2)

PB — fenobarbital

RFA — reaktywne formy azotu

RFT — reaktywne formy tlenu

ROOH - nadtlenki (wodoronadtlenki) lipidowe

SD — odchylenie standardowe

SDH - dehydrogenaza sorbitolowa

SH — grupy tiolowe biatka

SOD - dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase)

SOD1 - CuznSOD dysmutaza ponadtlenkowa miedziowo — cynkowa

SOD2 — MnSOD - dysmutaza ponadtlenkowa manganowa

TBARS - substancje reagujace z kwasem tiobarbiturowym (ang. thiobarbituric acid
reactive substances)

TNF-a — czynnik martwicy nowotworu (ang. tumor necrosis factor), cytokina bioraca

udziat w odpowiedzi zapalnej i immunologicznej
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1. WSTEP

Choroby nowotworowe stanowig powazny problem  wspotczesnego
spoteczenstwa. Wzrost zachorowalno$ci i $miertelnosci z powodu nowotworow
uzasadnia dalsze poszukiwania nowych skutecznych $rodkéw zapobiegawczych
0 wielokierunkowym dziataniu przeciwnowotworowym, niewykazujacych
réwnoczesnie dziatania toksycznego w stosunku do zdrowych komorek organizmu [1].

Pochodne stylbenu od wielu lat znajdujg si¢ w centrum zainteresowania wielu
grup badawczych, ktérych prace dostarczajg systematycznie nowych danych na temat
aktywnosci  biologicznej  tych  zwigzkéw.  Wykazano, ze  resweratrol
(3,4’,5-trans-trihydroksystylben) charakteryzuje si¢ silnym dziataniem
antyoksydacyjnym i przeciwzapalnym, ktore odgrywa wazng rol¢ w ochronie przed
kancerogenezg. Jednak jego skuteczno$¢ w zywym organizmie jest ograniczona ze
wzgledu na niskg biodostepnos¢ zwigzang m.in. z intensywng biotransformacja.
Sktonito to badaczy do poszukiwania pochodnych resweratrolu wykazujacych wyzsza
aktywnosc¢ biologiczng oraz korzystniejsze parametry farmakokinetyczne [2,3]. Jednym
z takich analogdéw o obiecujacych wilasciwosciach jest przedmiot niniejszych badan
3.,4,5,4’-tetrametoksystylben, okreslany jako DMU-212.

Doniesienia wielu autoréw dowodza, ze DMU-212 jest zwigzkiem
0 potencjalnym, wielokierunkowym dziataniu przeciwnowotworowym [2-5], ktorego
mechanizm polega m. in. na obnizeniu ekspresji enzyméw katalizujgcych aktywacje
kancerogenow, zatrzymaniu cyklu komorkowego oraz indukcji apoptozy [2,6]. Jednak
dane o aktywnosci przeciwnowotworowej DMU-212 pochodza glownie z badan in vitro
i nielicznych eksperymentoéw z wykorzystaniem modeli zwierzecych [3,7].

Jednym z czynnikéw sprzyjajacych powstaniu procesu nowotworowego jest
stres oksydacyjny. Reaktywne formy tlenu (RFT) wywotuja zmiany w strukturze
makroczasteczek komdrkowych prowadzace do zaklocenia stabilnos$ci chromosomow
I mutacji, a w konsekwencji do nieprawidtowego wzrostu komorek [8]. Mozna wigc
zatozy¢, ze zwiagzki o wlasciwosciach antyoksydacyjnych beda wykazywaty dziatanie
zapobiegajgce procesowi nowotworowemu. Znalazto to potwierdzenie w wielu
badaniach, w ktérych wykazano, ze liczne zwigzki pochodzenia naturalnego,

np. resweratrol, indukuja wiele cytoprotekcyjnych enzymoéw: antyoksydacyjnych,
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Il fazy biotransformacji, katalizujacych produkcj¢ NADPH oraz naprawe DNA [9,10].
Indukcja genéw kodujacych te enzymy jest regulowana przez fragment DNA okres§lany
jako element odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE, antioxidant response element).
W procesie aktywacji gendéw zaleznych od ARE biorg udzial dwa bialka: czynnik
transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) oraz
Keapl(Kelch-like ECH-associated protein 1). W warunkach fizjologicznych bialka te
tworza w cytozolu kompleks, ktory ulega rozkladowi pod wplywem induktoréw.
Uwolniony Nrf2 przemieszcza si¢ do jadra, gdzie taczy si¢ z ARE inicjujgc transkrypcje
cytoprotekcyjnych genow [11,12]. Wystepujacy w cytoplazmie kompleks Nrf2 — Keapl
spelnia funkcje¢ sensora potencjalu oksydoredukcyjnego [13,14] odgrywajacego
zasadniczg rol¢ w zmniejszaniu poziomu reaktywnych form tlenu zdolnych do
uszkodzenia DNA [15].

W celu okreslenia, czy potencjalne wilasciwosci chemoprewencyjne
I przeciwnowotworowe DMU-212 wigza si¢ z jego aktywno$cig antyoksydacyjng
zbadano wybrane parametry obrony antyoksydacyjnej w watrobie i nerkach szczurow
w warunkach narazenia na modelowy kancerogen N-nitrozodietyloaming (NDEA).
Zwiazek ten wykazuje wlasciwosci pro-oksydacyjne zwigzane z wytwarzaniem
reaktywnych form tlenu w procesie biotransformacji [16]. Przeprowadzono tez analiz¢
ekspresji mRNA wybranych enzymow antyoksydacyjnych oraz oznaczono metoda
immunohistochemiczng ekspresje kilku bialek, wczesnych markeréw procesu

nowotworowego w watrobie.

1.1. Reaktywne formy tlenu (RFT)

Reaktywne formy tlenu definiowane sg jako produkty niecatkowitej redukcji
czasteczki tlenu — zarowno neutralne czasteczki lub jony, jak i wolne rodniki tlenowe
(tabela 1.1). Rodnikiem okre$la si¢ grupe atoméw, ktore zachowujg sie jak jedna
jednostka, z kolei termin wolny rodnik oznacza atom lub czasteczke mogace
samodzielnie istnie¢ i posiadajace jeden lub wigcej niesparowanych elektronow [17].
Oksydanty (utleniacze) to substancje przyjmujace elektrony oraz ulegajace redukcji —
do tej grupy zalicza si¢ m.in. tlen, nadtlenek wodoru, kwas podchlorawy (HOCI), kwas
podbromawy (HOBr) [18], przy czym nie wszystkie oksydanty sa wolnymi
rodnikami [19].
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Tabela 1.1. Przyktady reaktywnych form tlenu i azotu [20-22]

Reaktywne formy tlenu (RFT) Reaktywne formy azotu (RFA)
tlen singletowy 'O, tlenek azotu *NO
anionorodnik ponadtlenkowy O, anion nitrozylowy NO-
rodnik hydroksylowy HO* kation nitrozylowy NO*
nadtlenek wodoru H,0O, dwutlenek azotu *NO,
rodnik alkoksylowy RO* kation nitrylowy NO,*
rodnik nadtlenkowy RO, nadtlenoazotyn ONOO-

Tlen czasteczkowy, w stanie podstawowym, to stabilny trypletowy dwurodnik
%0,. Ulega on reakcjom rodnikowym z wytworzeniem jedno-, dwu- i tréjelektronowych
produktow redukcji — reaktywnych form tlenu. Zalicza si¢ do nich migdzy innymi
anionorodnik ponadtlenkowy 0O,°, rodnik wodoronadtlenkowy HO,*, rodnik
hydroksylowy OH®, nadtlenek wodoru H,0O,, tlen singletowy 'O, oraz ozon Os. Wolne
rodniki tlenowe moga reagowa¢ z innymi substancjami obecnymi w komorkach, co
prowadzi do powstania wolnych rodnikéw innych substancji (np. rodnik alkilowy R®,
rodnik alkoksylowy RO® czy rodnik nadtlenkowy ROQ®) [23]. Reaktywne formy tlenu
wchodzg takze w reakcje z czasteczkami organicznymi, dajac wolne rodniki organiczne
[17]. Do RFT zalicza si¢ poza tym takze inne czgsteczki, mogace posredniczyc
w toksycznym oddziatywaniu tlenu, choéby tlenek azotu, ditlenek azotu oraz kwasy —
nadtlenoazotawy, podchlorawy czy podtiocyjanawy oraz kompleksy tlenu z zelazem —
kationorodniki, czyli rodnik ferrytowy (Fe = O?*) i rodnik nadferrylowy (Fe = O**) [23].

Reaktywne formy tlenu sa niezbedne do prawidlowego funkcjonowania
organizmu, pelnig rol¢ przekaznikoéw sygnatu, reguluja procesy naprawcze
w komorkach i ekspresje genow, biora udziat w procesach metabolizmu, reakcjach
redoks w tancuchu oddechowym, odtwarzaniu zwigzkéw wysokoenergetycznych
(ATP), transporcie tlenu przez hemoglobing, aktywuja cytochrom P450 i fagocytoze
drobnoustrojow [24], ale mogg tez wywiera¢ dziatanie szkodliwe [25]. Nadmiar RFT
powoduje stan stresu oksydacyjnego prowadzacego do uszkodzenia sktadnikow
komorki 1 zaburzenia jej funkcji, m.in. utlenianie zwiazkéw niskoczasteczkowych
(glutation, askorbinian), degradacj¢ kolagenu, depolimeryzacje kwasu hialuronowego,
utlenianie hemoglobiny, inaktywacje enzymow i bialek transportowych, uszkodzenia
DNA, uszkodzenia chromosomow, peroksydacje lipidow bton komoérkowych, rozpad

erytrocytow, zaburzenia wewnatrzkomorkowej homeostazy jonow Ca®*, modyfikacje
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wlasciwosci antygenowych komorek, agregacje ptytek krwi, zmiany morfologii

komorek, powstawanie mutacji i transformacj¢ nowotworowa komorek [23].

1.2. Reaktywne formy azotu (RFA)

Obok RFT, zwigzkami rodnikowymi cechujacymi si¢ duza reaktywnos$cig
chemiczng sg reaktywne formy azotu — RFA. Do tej grupy zalicza si¢ tlenek azotu (I1)
(NO") oraz jego pochodne: kation nitrozoniowy (NO™), anion nitroksylowy (NO°) oraz
nadtlenoazotyn (ONOO"). Tlenek azotu i RFA syntetyzowane sa w reakcjach przy
udziale oksydazy NADPH oraz izoform syntazy NO (NOS, ang. nitric oxide syntase)
[26,27].

Zbyt wysoka ekspresja syntazy NOS moze mie¢ negatywny wpltyw na organizm,
cO ma miejsce w momencie wystgpienia wstrzasu septycznego. Nadmiar tlenku azotu
w komoérkach prowadzi do bardzo wysokiej aktywacji cyklooksygenazy (COX) —
enzymu odpowiedzialnego za powstawanie duzych ilosci prostaglandyn (zwiazki
prozapalne) i RFT [28]. Przewlekte narazenie komorek na wysokie stgzenie tlenku
azotu wywiera dziatanie genotoksyczne [29,30].

Nadmiar tlenku azotu moze prowadzi¢ do bezposredniej nitrozylacji grup
tiolowych (—SH) biatek, hemu oraz kationow zelaza niechemowego i reszt tyrozylowych
w bialkach. NO" moze rowniez peli¢ role prekursora w procesie tworzenia
kancerogennych nitrozoamin, a poprzez N — nitrozylacje pierwszorzgdowych aryloamin
nukleotydow dziata mutagennie [34]. NO™ moze takze reagowa¢ z O,"°; w wyniku tej
reakcji powstaje nadtlenoazotyn (nadtlenoazotan(lll)), ktory wykazuje silne

wlasciwosci utleniajace i moze wchodzi¢ w reakcje z grupami tiolowymi biatek [23].
NO* + 0,* - ONOO  (R6wnanie 1)

Z drugiej strony, NO spelnia rolg neuromodulatora i neurotransmitera
w uktadzie nerwowym, reguluje cisnienie tetnicze krwi 1 wplywa na zahamowanie
agregacji ptytek krwi [35]. Wykazano rowniez, ze ekspresja iNOS w komorkach
watroby hamuje toksyczne efekty dziatania endotoksyn [26,31-33].
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1.3. Zrédta reaktywnych form tlenu

Irodta egzogenne A Irodia endogenne
Mngh,w oksydaza ksantynowa,
2anieczyszczenie, arachidonowego,
Antyoksydanty i e Antyoksydanty
niskoczasteczkowe CD CD enzymatyane
(1 1 1 | 1 1]
ot-tokoferol dysmutaza
kwas askorbinowy, [N ) . ponadtienkowa,
glutation, kall?sl;;a.
karotenoidy, peroksydaza
kwas mmd:«w' glutationowa,
bilirubina, ce_lumplannina,
ared ﬁatrn:naf Q Jﬁ?ﬂfm
ukowany koenzym
i peroksydaza cytochromu ¢

Uszkodzenia

uszkodzenia struktury bialek,
utlenianie lipidow,

uszkodzenia kwasow nukleinowych,
depolimeryzacja kwasu hialuronowego

Ryc. 1.1. Zrodta RFT i naturalne systemy antyoksydacyjne organizmu [18]

1.3.1. Zrédla endogenne RFT

RFT sa produktami ubocznymi fosforylacji oksydacyjnej zachodzacej
w mitochondrium. W procesie tym nastgpuje przemiana energii chemicznej
(zlokalizowanej w zredukowanych koenzymach powstajacych podczas glikolizy oraz
w cyklu kwasu cytrynowego) do latwo dostepnej w procesach komorkowych postaci
czyli ATP. Przeksztalcenie to zachodzi przy udziale systemu transportu elektronow,
ktory nazywa si¢ tancuchem oddechowym — mies$ci si¢ on w wewngtrznej blonie
mitochondrialnej 1 sktada z czterech kompleksow lipoproteinowych (oznaczonych
kolejno I, II, 111 i V). Na poziomie kompleksu 1V, czyli oksydazy cytochromowej,
zachodzi czteroelektronowa redukcja tlenu czgsteczkowego do wody. Kompleksy
fancucha oddechowego prowadza gldwnie reakcje ,,dwuelektronowe”, czyli przenosza

parzysta liczbe atomow wodoru badz elektrondw na tlen (substrat kompleksu). Okoto
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2-5% elektronow, ktére sag w ten sposob przenoszone przez kompleksy moga opuscié
tancuch oddechowy, a wowczas moga wejs¢ w jednoelektronowe nieenzymatyczne
reakcje z tlenem, czego konsekwencja jest utworzenie reaktywnych form tlenu. Proces
ten sktada si¢ z nastepujacych etapow:
— przylaczenie pierwszego elektronu do czgsteczki tlenu — powstaje anionorodnik
ponadtlenkowy O,°,
— przylaczenie drugiego elektronu - powstaje nadtlenek wodoru H,0,,
— przylaczenie trzeciego elektronu — powstaje rodnik hydroksylowy OH®,
— przylaczenie czwartego elektronu — powstaje czasteczka wody H,O [36].
Powstajace wolne rodniki uszkadzaja mitochondrium, nastgpuje ograniczenie
transportu elektrondéw, co stymuluje tworzenie si¢ RFT — powstaje tak zwane ,,btedne
koto” (ryc. 1.2). W miar¢ uptywu czasu narastajgce uszkodzenia mitochondrium
obnizajag produkcje ATP przy roéwnoczesnym wzroscie tworzenia RFT, co ma
destruktywny wpltyw na funkcje komodrek. Miejsca tworzenia reaktywnych form tlenu
W mitochondrium nie s3 dokladnie okreslone, niemniej utrzymuje si¢, ze sa one

zlokalizowane w obszarze elektronowego tancucha transportujacego elektrony [37].

Mitochondrialny
tancuch transportu elektronow

!

—————aREI' %

v

Stres oksydacyjny~_

/l\‘sﬁ'emv lnaprawy DNA

Zachwianie rownowagi Oksydacyjne uszkodzenia —» Oksydacyjne uszkodzenia
redoks bialek i lipidow mtDNA

Mutacje mtDNA

|

Mniejsza wydajnos¢ procesu transportu
elektronéw w faricuchu oddechowym

v | )

Apopt Zredukowana Zwigkszona
- produkcja ATP  produkcja RFT

T

Zaburzone dziatanie tkanek, starzenie

Systemy obrony
antyoksydacyjnej

"Bledne koto" produkcji RFT

Ryc. 1.2. Schemat obrazujacy zalezno$¢ pomiedzy funkcjonowaniem mitochondriow
a uwalnianiem reaktywnych form tlenu [38]
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Do wzmozonej produkcji RFT w mitochondriach dochodzi rowniez na skutek
hipoksji (niedotlenienie komorki), co stanowi ,,paradoks tlenowy”. Niedobdr tlenu
w tkankach moze powodowal sprzgzenie zwrotne spowalniajgc tempo przeptywu
elektronow przez tancuch oddechowy, co przyczynia si¢ do zwigkszonej produkcji
anionorodnika ponadtlenkowego. Ponadto, w warunkach hipoksji wzrasta aktywno$¢é
MtNOS (mitochondrialna syntaza tlenku azotu), ktéra prowadzi do zwigkszenia st¢zenia
NO’, hamujacego z kolei aktywno$¢ oksydazy cytochromowej, co prowadzi do
czesciowego wzrostu cisnienia tlenu w $rodowisku mitochondrialnym i ostatecznie
zwiekszonej produkeji O™ [39].

PEROKSYSOMY

Zrédtem RFT w komorce sg takze peroksysomy, w ktorych zawarte sg enzymy —
oksydazy generujace glownie H,O,, ktory rozkladany jest przez katalaze. Organella te
s rowniez zrodlem anionorodnika ponadtlenkowego, wytwarzanego przez oksydaze
ksantynowa (XO) oraz tancuch transportujacy elektrony zlokalizowany w btonach
peroksysoméw, ztozony z reduktazy NADH oraz cytochromu bs [39].

SIATECZKA SRODPLAZMATYCZNA

Zrédtem RFT jest zlokalizowany w siateczce $rodplazmatycznej mikrosomalny
fancuch transportu elektronow, w ktorym zachodzg reakcje utleniania ksenobiotykow

katalizowane przez cytochrom P450 (ryc. 1.3).

e)
@ P450 - F (
(s |
w § P4‘|50 -F

P450 - Fép 3 a

S-OH
Produkt hydroksylacji i
\/ZH
& P450 - F
I
P450 - F.
4
ed

Ryc. 1.3. Schemat dziatania cytochromu P450 w reakcji hydroksylacji [40]
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Cytochrom P450 jest koncowym sktadnikiem w tancuchu transportu elektronow,
wymagajagcym dodatkowego uktadu bedacego donorem elektrondw, ktorym jest
najczesciej flawoproteina, tzw. CPR - reduktaza NADPH: cytochrom P450.
W poczatkowym etapie cyklu, monooksygenazy wigzg swoj substrat, a nastepnie
w wyniku dwukrotnego przylaczenia elektronu, ulegaja dwom jednoelektronowym
reakcjom redukcji. Pierwsza z nich zachodzi przed, a druga po zwigzaniu tlenu do
hemu. Efektem zachodzacych proceséw jest redukcja czgsteczki tlenu, ktory uzyskuje
stopien utlenienia —II, natomiast atom zelaza +III. Nastgpnie jeden atom z czasteczki
zwigzanego tlenu ulega redukcji tworzac wodg. Z substratu RH zostaje usunicty atom
wodoru i tworzy si¢ przejsciowy wolny rodnik, ktdry przylacza pozostaly atom
zwigzanego tlenu. W ten sposob powstaje produkt reakcji ROH zawierajacy grupe
hydroksylowa [40,41]. Rozkojarzenie tej reakcji powoduje, ze czg$¢ tlenu
czasteczkowego nie jest wiaczona do czasteczki substratu ale zostaje zredukowana do
anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku wodoru [40].

Wigkszo$¢ proceséw utleniania i redukcji ksenobiotykéw odbywa sie przy
udziale pary elektronow prowadzac do powstania trwalych metabolitow. Niektore
ksenobiotyki ulegaja przemianie w reakcjach jednoelektronowych, w wyniku ktorych
powstaja toksyczne wolne rodniki. Przyktady takich reakcji to redukcja tetrachlorku
wegla do rodnika trichlorometylowego, redukcja parakwatu z wytworzeniem
anionorodnika ponadtlenkowego, redukcja chinonéw do aktywnego rodnika
semichinonowego, utlenianie zwigzkow tiolowych [23].

Mechanizm toksycznosci wielu substancji, np. fungicydow, herbicydow,
insektycydow, lekow przeciwnowotworowych wiaze si¢ z generowaniem RFT [23].
Najlepiej udokumentowang uzywka prowadzaca do powstania stresu oksydacyjnego
jest dym tytoniowy, zawierajacy prooksydanty, m.in. hydrochinony, ktére w cyklu
redoks mogg spetnia¢ role donorow elektronow w jedno- lub dwuelektronowej reakcji
redukcji O,. Wsrod RFT obecnych w filtrach papierosowych dominujg rodniki
semichinonowe [42].

Przykladem ksenobiotykow, ktore wytwarzaja RFT wewnatrz komorki sa m.in.

zwiazki chinonowe i tiolowe (ryc. 1.4 i ryc. 1.5) [23].
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0
Ry Ry
0 R, Ry
H* 0
0, y FADH, NADP*

Ry Ry cykl pentozowy
oksydo- oksydo- inne reakcije
reduktaza reduktaza regenerujace

0; R, Ry NADPH+H*
H* OH FAD NADPH+H*
rodnik semichinonowy
o OH
Ry Ry
R, Ry
OH
hydrochinon

Ryc. 1.4. Cykl redoks zwigzkéw chinonowych [23]

(FAD — dinukleotyd flawinoadeninowy; FADH, — zredukowana forma tego dinukleotydu; NADP* —
fosforan dinukleotydu

nikotynoamidoadeninowego; NADPH+H*
dinukleotydu).

zredukowana forma tego

Reakcje redukcji utlenionych grup tiolowych (-SH) ksenobiotykéw zachodza

z udziatem enzymow, dla ktorych substratami sg glutation czy askorbinian, a ich
spontaniczne utlenienie katalizuje anionorodnik ponadtlenkowy. Produktami utleniania

grup —SH sg wowczas rodniki tiolowe —S’, ktore ulegajg dimeryzacji do disulfidéw [23].
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Ryc. 1.5. Cykl redoks zwigzkow tiolowych [23]

(R-S° - rodnik tiolowy ksenobiotyku; G-S* - rodnik tiolowy glutationu; GSSG — disulfid glutationu)

WYBUCH TLENOWY

Pobudzone neutrofile (granulocyty obojetnochtonne) to jedno z gtéwnych zrodet
RFT w organizmie. Komorki te, w momencie powstania stanu zapalnego, pojawiaja
si¢ w zakazonym miejscu jako pierwsze, a ich zadaniem jest wspomaganie naturalnej
odpornosci. Celem neutrofiléw jest eliminacja lub unieszkodliwienie bakterii,
niektorych wiruséw oraz grzybow, ale w procesie fagocytozy odznaczaja
si¢ wzmozonym wzrostem zuzycia tlenu (nawet kilkudziesieciokrotnym). Zjawisko to
stanowi bodziec do powstawania i uwalniania na zewnatrz komorki ogromnych ilosci
anionorodnika ponadtlenkowego — zwiazku nietrwatego, ktory w wyniku kolejnych
przemian przeksztatca si¢ w bardziej toksyczne formy tlenu. Nalezg do nich rodniki
wodoronadtlenkowe czy nadtlenek wodoru [43,44]. H,0, jest zwigzkiem bedacym

zrédlem reaktywnych form tlenu uwalnianych w reakcji Fentona:
Fe?* + H,0, > Fe** + OH* + OH™  (Réwnanie 2)
Fe¥* + 0,* > Fe?* + 0, (Réwnanie 3)

W obecnosci jonéw metali przejsciowych, jak miedz i1 zelazo, nadtlenek wodoru
rozklada si¢ z wydzieleniem rodnika hydroksylowego - jednej z najbardziej
reaktywnych form w uktadach biologicznych. Utleniony w trakcie tej reakcji jon metalu
przejsciowego staje si¢ katalizatorem i moze zosta¢ zredukowany. Ponadto rodnik
hydroksylowy moze tez powstawa¢ w wyniku reakcji Habera-Weissa, w ktorej jednym

z substratow rowniez jest nadtlenek wodoru [45].

0,*+H,0, — 0+ OH*+ OH (R()wnanie 4)
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LIPOPOLISACHARYD

Wolne rodniki powstaja tez w komorce gospodarza po uwolnieniu ze Sciany
komorki  bakteryjnej lipopolisacharydu (LPS). Czasteczka ta o charakterze
heteropolimeru tworzy ze specyficznymi biatkami kompleks, ktory aktywuje synteze
I uwalnianie mediatoréw stanu zapalnego, m.in. czynnika martwicy nowotworu,
interleukin i prostaglandyn, a takze tlenku azotu oraz wolnych rodnikéw tlenowych
[46]. W efekcie dochodzi do zmian fizjologicznych i morfologicznych w tkankach —
miejscowych iogdlnych, co prowadzi do zaburzen homeostazy oraz do szoku
septycznego [47].

UTLENIANIE ZREDUKOWANYCH FORM NISKOCZASTECZKOWYCH
SKEADNIKOW KOMOREK

Utlenianie zredukowanych form niskoczasteczkowych sktadnikow komorek
(RH2) prowadzi do powstawania anionorodnika ponadtlenkowego. Naleza do nich
migdzy innymi ryboflawina, cukry o wilasciwosciach redukujacych (jak glukoza) czy
zwigzki tiolowe (jak cysteina czy glutation). Mechanizm ten dotyczy zaréwno inicjacji,

jak i propagacji reakcji wolnorodnikowych [23].

1.3.2. Zroédla egzogenne RFT

Absorpcja ultrafioletu przez czasteczke prowadzi do jej wzbudzenia, jonizacji
badz rozpadu, przy czym w rezultacie procesu jonizacji powstaja wolne rodniki.
Promieniowanie ultrafioletowe (podobnie jak wysoka temperatura i wytadowania
atmosferyczne) stanowi przyczyn¢ rozpadu czasteczki tlenu na wolne atomy, ktore
w reakcji z innymi czgsteczkami tlenu tworza ozon [48].

Promieniowanie jonizujace moze prowadzi¢ réwniez do radiolizy — rozpadu
czasteczki wody. Proces ten zachodzi w kilku etapach — na poczatku dochodzi do
jonizacji czasteczki, nastepnie wzbudzenia i rozpadu na atomy wodoru oraz rodniki
hydroksylowe [48].

Innym Zrédlem RFT jest sonikacja — proces oddziatywania ultradzwigkow na
roztwory wodne. W zaleznosci od zastosowanej mocy ultradzwiekéw uzyskuje
si¢ odmienng ilo$¢ reaktywnych form tlenu. Pierwotnymi produktami sonolizy wody sa
atomy wodoru oraz rodniki ‘OH, natomiast w wyniku rekombinacji rodnikow

hydroksylowych powstaje nadtlenek wodoru [49].
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1.4. Uszkodzenia w komorce powodowane przez reaktywne formy tlenu

Wptyw reaktywnych form tlenu na komorki zalezy w duzym stopniu od ich stezenia
I czasu ekspozycji. Niskie stezenie RFT spetnia funkcje fizjologiczne, natomiast wyzsze
prowadzi do uszkodzen komoérek i rozwoju wielu choréb [31,50]. W nastgpstwie
oksydacyjnych modyfikacji lipidéw, bialek i DNA dochodzi do zaburzen homeostazy

I Smierci komorek w wyniku apoptozy lub nekrozy [51].

1.4.1. Peroksydacja lipidow
NIEENZYMATYCZNA

Peroksydacja lipidow jest wolnorodnikowym procesem utleniania reszt
wielonienasyconych kwasow tluszczowych, wchodzacych w sktad fosfolipidéw,
ktoérego produktami sg ich nadtlenki. Trzyetapowy mechanizm dziatania tego procesu
obejmuje:

— inicjacje:
LH + O, > L*+ HOO® (Rownanie 5)
2LH + O; 2 2L° + H,0, (Réwnanie 6)
— propagacje¢ (prolongacje):
L* + O, > LOO® (Réwnanie 7)
LOO® + LH - LOOH + L* (Réwnanie 8)
LOOH - LO® + OH® (Réwnanie 9)
— terminacje:
L*+L* > L-L (Réwnanie 10)
L* + LOO® - LOOL (Réwnanie 11)
LOO® + LOO® > LOOL + O, (Réwnanie 12)

W procesie inicjacji nast¢puje przeksztatcenie czasteczki kwasu w wolny rodnik
alkilowy L® pod wplywem dzialania rodnika hydroksylowego, nadtlenkowego,
alkoksylowego lub alkilowego. Ponadto do inicjatoréw peroksydacji lipidéw zalicza
si¢ takze ozon, tlenek azotu, ditlenek azotu, tlenek siarki (IV), kationorodniki
(ferrylowy lub nadferrylowy) oraz kompleks Fe?*-O,-Fe®*.

Na etapie propagacji wolne rodniki alkilowe L* reaguja z tlenem, tworzac wolne
rodniki nadtlenkowe LOO®, zdolne do odrywania atoméw wodoru od kolejnych
czasteczek wielonienasyconych kwasow tluszczowych LH. Cykl reakcji moze

powtarza¢ si¢ wielokrotnie do momentu zuzycia wszystkich substratoéw, dopoki nie
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dojdzie do terminacji i moze doprowadzi¢ do przeksztalcenia si¢ w nadtlenek nawet
kilkuset czasteczek wielonienasyconych kwasow tluszczowych, zaleznie od czestosci
reakcji terminacji. Terminacja jest reakcja pomiedzy wolnymi rodnikami prowadzaca
do powstania produktu, ktory nie jest wolnym rodnikiem. Produktami terminacji sa
dimery kwasoéw tluszczowych oraz keto- lub hydroksykwasy tluszczowe, a wigc
zmodyfikowane, uszkodzone czasteczki lipidéw. W komorce peroksydacja zachodzi
w btonach zawierajgcych biatka, ktore w reakcji z wolnymi rodnikami tworzg wolne
rodniki biatek, ktore moga uczestniczy¢ w reakcjach terminacji, tworzgc mieszane
potaczenia biatkowo-lipidowe [52].

Istnieje mozliwos¢ wystgpienia procesu reinicjacji, co jest prawdopodobne
w przypadku, gdy nierodnikowe produkty peroksydacji (nadtlenki lipidow) ulegna
rozktadowi z ponownym wytworzeniem wolnych rodnikéw (alkoksylowych). Rozpad

ten inicjuja zazwyczaj jony metali przejSciowych — zelaza badz miedzi [23]:
LOOH + Fe?* > LO® + OH + Fe** (Réwnanie 13)
LOOH + Fe** > LOO® + H" + Fe®* (Réwnanie 14)

Proces reinicjacji moga spowodowa¢ rowniez: hemoglobina i cytochromy, z ktérych
przy udziale mikrosomalnej oksydazy hemowej uwalniane jest zelazo [53].

Kolejne procesy, zachodzace w wyniku [-eliminacji rodnikow alkoksylowych,
powodujg rozpad reszt wielonienasyconych kwasow tluszczowych z wytworzeniem
wielu  produktéow, tj. aldehydow nasyconych (np. heksanal, pentanal),
a,B-nienasyconych (np. 4-hydroksynonenal, 4-HNE) badz weglowodorow (etan,
pentan) [52].

Nienasycone aldehydy takie jak 4-hydroksynonenal i 4-hydroksyheksenal
tworza addukty z biatkami modyfikujac ich strukture. Inne aldehydy powstajace
w procesie LPO: akroleina, dialdehyd malonowy (MDA), glioksal, metyloglioksal
moga rowniez reagowac z biatkami tworzac produkty okreslane jako ,,advanced lipid
peroxidation end products”, ktore zmieniajg funkcje bialek 1 odpowiedz komorki.
Na skutek tworzenia adduktow i wigzan krzyzowych tych reaktywnych aldehydow
z biatkami dochodzi do zaburzenia funkcjonowania szlakéw sygnatowych co moze
prowadzi¢ do reakcji zapalnej albo $mierci komorki. 4-Hydroksynonenal sprzega
si¢ z glutationem co powoduje obnizenie stezenia tego antyutleniacza. Zakltoca to

funkcje mitochondrium i nasila stres oksydacyjny [54].
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Z drugiej strony, produkty peroksydacji lipidow moga indukowaé reakcje
adaptacyjng poprzez stymulowanie ekspresji enzymow antyoksydacyjnych i produkcje
endogennych antyutleniaczy co prowadzi do zmniejszenia skutkoéw stresu
oksydacyjnego. Taka czasteczka sygnatowg okazat si¢ aktywny chemicznie 4-HNE
fatwo reagujacy z endogennymi zwigzkami nukleofilowymi zawierajacymi grupy
tiolowe (np. cysteina) lub imidazolowe (histydyna). 4-HNE stymuluje proliferacje
komorek, ich réznicowanie i odpowiedz cytoprotekcyjng za posrednictwem rdéznych
szlakow sygnatowych. Produkty peroksydacji lipidow zwigkszaja uwalnianie Nrf2
Z kompleksu z biatkiem Keapl i translokacje Nrf2 do jadra co skutkuje pobudzeniem
ekspresji enzymow antyoksydacyjnych takich jak m.in. S-transferaza glutationowa,
reduktaza tioredoksyny, katalaza, oksydoreduktaza NADPH:chinon [55].

Keapl
\r——/ Stres SH—¢S

S S
SH SH oksydacyjny Nrf2 g
,/ S b ,/ . *a ,/ £ \\
r & \ r & \ r & \
| == \ | \ = .
'\ &2 ” /I \\ "- 2 /I '\ 2 : Nrf2
2 7 ’ 3 7/ 7 & 7/
\ \\ARE i ) \ \\ARE // ) \ ) \ARE // )

Synteza biatek
przeciwutleniajgcych

Ryc. 1.6. Schemat dziatania czynnika transkrypcyjnego Nrf2 [56]

(ARE — region odpowiedzi przeciwoksydacyjnej, Keapl — biatko wigzace czynnik Nrf2
w cytoplazmie, Nrf2 — czynnik transkrypcyjny Nrf2, SH — grupy tiolowe biatka Keapl.
W warunkach fizjologicznych czynnik Nrf2 jest umiejscowiony w cytoplazmie w potaczeniu
kompleksowym z biatkiem Keapl. W warunkach stresu oksydacyjnego reszty tiolowe biatka
Keapl ulegaja utlenieniu, tworzac mostki siarczkowe, co prowadzi do zmiany struktury biatka
i uwolnienia z kompleksu czynnika Nrf2. Wolny czynnik Nrf2 ulega translokacji do jadra
komorkowego, gdzie taczac si¢ z regionami ARE, pobudza syntez¢ enzymow
antyoksydacyjnych. Zaburzenie funkcjonowania szlaku zwigzanego z Nrf2 moze miec
konsekwencje w postaci braku skutecznej obrony przeciwoksydacyjnej na poziomie
komorkowym).
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ENZYMATYCZNA

Proces peroksydacji lipidow przebiega réwniez przy udziale enzymow 1 przyczynia
sic do powstawania wielu istotnych biologicznie zwigzkéw — prostaglandyn,
tromboksanéw czy leukotriendw. Na przyktad synteza prostanoidow z kwasu
arachidonowego inicjowana jest przez reakcj¢ peroksydacji lipidow (,.kaskada kwasu
arachidonowego”). Reakcje katalizowane sg przez enzymy, tj. cyklooksygenaze (COX)
i lipooksygenaze (LOX), ktore powoduja wbudowanie czgsteczki tlenu do czgsteczki
kwasu tluszczowego, w wyniku czego powstaja rodniki nadtlenkowe lipidow, mogace
ulega¢ redukcji do odpowiedniego anionu. Roéznica pomiedzy enzymatyczng
I nieenzymatyczng peroksydacja lipidow polega na tym, ze nadtlenki kwasow
tlhuszczowych ulegaja  przeksztalceniu w aniony, co hamuje wytwarzanie

wodoronadtlenkow [57].

1.4.2. Oksydacyjne uszkodzenia bialek

Reaktywne formy tlenu moga reagowac z biatkami, czego konsekwencja jest
modyfikacja reszt aminokwasowych lub grup prostetycznych (nieaminokwasowych
sktadnikow biatek ztozonych), jak réwniez agregacja badz fragmentacja czasteczek
biatkowych [58].

W wyniku dziatania rodnika hydroksylowego na biatka (B) nastepuje oderwanie

atomu wodoru od czasteczki:
B-H+ OH®* - B®* + H,O (Réwnanie 15)

Na atomie, od ktorego zostal oderwany wodor znajduje si¢ niesparowany elektron —
moze on przemieszczac si¢ w czasteczce biatka 1 umiejscowi¢ w dowolnym punkcie,

choc¢by na jednej z reszt aminokwasowych (np. cysteiny):

B;-Cys—-S* + °S—-Cys—-B, > B; -~ Cys-S—-S - Cys — B, (Réwnanie 16)
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Tabela 1.2. Powszechne modyfikacje bialek wywotane wolnymi rodnikami [59,60]

 Aminokwas RFT/RFA Produkt
'Arg HO* (+ inne) kwas 5-hydroksy-2-aminowalerianowy

Cys NO S-nitrozylacja

Cys HO* (+inne) Cys-SH, Cys-SOH, Cys-SO2H, Cys-SO3H, utworzenie mostkow disiarczkowych

miedzyczasteczkowych , mieszane (Cys-S-S-glutation)

Glu HO* (+ inne) wodoronadtlenki kwasu glutaminowego

His HO* (+ inne) 2-oksyhistydyna/2-oxohistydyna

Leu/VallLys/Pro/lle/Tyr  |HO* (+ inne) wodoronadtlenki i hydroksypochodne aminokwasow

Lys, Arg, Pro, Thr HO* (+ inne) utworzenie grupy karbonylowej przez bezposrednie utlenienie

Lys, Cys, His HO"* (+ inne) karbonylacja przez oddziatywanie z produktami utleniania lipidéw i glikanow
Met HO"* (+ inne) sulfotlenek metioniny

Phe HO* o-tyrozyna, m-tyrozyna

Trp HO* (+ inne) N-formylokinurenina, kinurenina, 5-hydroksytryptofan, 7-hydroksytryptofan
Tyr HO lub RFA DOPA

Tyr HOCI 3-chlorotyrozyna

Tyr RFA 3-nitrotyrozyna

Tyr HO* (+ inne) dityrozyna (Tyr-Tyr)

Konsekwencja rekombinacji wolnych rodnikow biatkowych jest utworzenie
dimer6éw biatkowych. Poza resztami cysteiny utlenianiu moga podlegac¢ réwniez reszty
metioniny, tyrozyny, argininy, tryptofanu, lizyny, proliny, histydyny czy fenyloalaniny
[23]. W reakcji utleniania aminokwasow posiadajagcych wolng grupe aminows,
amidowg lub hydroksylowa powstaja pochodne karbonylowe (aldehydy, ketony).
Poza utlenianiem aminokwasow siarkowych 1 nitrowaniem aminokwasow
aromatycznych, zdolno$¢ do tworzenia takich pochodnych wykazuje nadtlenoazotyn.
Powstata grupa karbonylowa charakteryzuje si¢ stosunkowo duza trwalo$cia, dlatego
mozliwe jest jej ilosciowe i jako$ciowe oznaczanie, pozwalajace na ocen¢ uszkodzen
struktury biatek [61,62]. Ta modyfikacja oksydacyjna jest procesem nieodwracalnym,
co czgsto prowadzi do utraty funkcji przez biatko [63,64].

Grupy karbonylowe w bialkach moga pochodzi¢ réowniez z produktow
peroksydacji lipidow, tj. MDA, 4-HNE, ktoére tworzg z biatkami szkodliwe produkty
lipoksydacji (ang. advanced lipoxidation end-products, ALES), bedace przyczyng wielu
choréb przewleklych: sercowo-naczyniowych, neurodegeneracyjnych i choréb watroby.
Grupy karbonylowe moga by¢ rowniez wprowadzane do biatek w procesie glikacji,

polegajacym na przylaczaniu czgsteczek cukrow prostych do wolnych grup aminowych
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biatek — powstaja wowczas produkty okreslane skrotem AGES (ang. advanced glycation
end-products), tj. ketoaminy, ketoaldehydy, ktorych nadmiar prowadzi do retinopatii
cukrzycowych i miazdzycy [65-67].

Konsekwencja oksydacyjnych uszkodzen biatek jest tworzenie agregatow
opornych na degradacje¢, gdyz nie ulegaja one ubikwitynizacji i nie sg rozpoznawane

przez proteasomy [36].

1.4.3. Oksydacyjne uszkodzenia kwaséw nukleinowych

Kwasy nukleinowe, ktérych zadaniem jest powielanie, przechowywanie oraz
przekazywanie informacji genetycznej sa zwigzkami bardziej stabilnymi niz lipidy czy
biatka. Sktadniki kwasow nukleinowych nie ulegaja dziataniu nadtlenku wodoru czy
anionorodnika ponadtlenkowego, ale sa podatne na wptyw rodnika hydroksylowego.
Powoduje on uszkodzenia zasad nukleinowych badz reszt cukrowych oraz moze
spowodowac rozerwanie wigzania fosfodiestrowego taczacego nukleotydy [68].

Reakcje RFT z jadrowym DNA (nDNA, ang. nuclear DNA) zaliczane sa do
jednych z najgrozniejszych form uszkodzen komodrkowych, prowadzac do
pojedynczych lub podwdjnych peknie¢ nici kwaséw nukleinowych. Te ostatnie moga
powodowaé¢ $mieré komoérki [69]. RFT moga byé rowniez przyczyng uszkodzen
mitochondrialnego DNA (mtDNA), co prowadzi do wielu zmian chorobowych [70]. Do
gtownych produktéow oksydacyjnych uszkodzen DNA naleza: 8-hydroksyadenina
(8-OH-Ade), 8-oksyguanina (8-oksy-Gua), 5,6-dihydroksy-5,6-dihydrotymina (glikol
tyminy, Tg) oraz produkty uszkodzenia zasad: 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna
(FapyAde) i 2,6-diamino-4-hydroksy-5- formamidopirymidyna (FapyGua) [71,72].

Przedmiotem intensywnych badan dotyczacych oksydacyjnych modyfikacji
zasad DNA stala si¢ 8-oksy-2'-deoksyguanozyna (8-oksy-dG) oraz jej forma
tautomeryczna 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OH-dG) wykazujaca wiasciwosci
mutagenne. Jest to produkt reakcji rodnika hydroksylowego z czasteczka guanozyny.
W procesie replikacji DNA, 8-oksy-dG dazy do tworzenia btgdnej pary z adening. Brak
skorygowania tego btedu prowadzi w drugim cyklu replikacyjnym do mutacji
punktowej, transwersji typu G => T [73].

Uszkodzeniu moze ulega¢ roéwniez 2’-deoksyryboza, co prowadzi do
pojedynczego lub podwdjnego pegknigcia nici DNA badz powstania cyklicznych
pochodnych  nukleotydow  zwanych  8,5’-cyklopuryno-2’deoksynukleotydami:
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8,5’-cyklo-2’deoksyadenozyny (cdA) i 8,5’-cyklo-2’deoksyguanozyny (cdG). Produkty
te blokuja aktywno$¢ polimeraz DNA i RNA [74].

Powyzsze modyfikacje moga zapoczatkowac proces nowotworowy oraz moga
by¢ przyczyng przeksztalcenia zmiany tagodnej w ztosliwg [75].

W przecigtnej komorce cztowieka liczba uszkodzen DNA przez endogenne

reaktywne formy tlenu osiaga warto$é 10*/komorka/dobe [76].

1.4.4. Uszkodzenia weglowodanéw

Weglowodany takze moga ulega¢ uszkodzeniom w wyniku oddziatywania
reaktywnych form tlenu. Reakcja pomiedzy RFT 1 zlozonymi wielocukrami prowadzi
do rozerwania wigzan glikozydowych oraz ich depolimeryzacji. Uszkodzenia reszt
cukrowych glikolipidow 1 glikoprotein powoduja z kolei zmiany wlasciwos$ci
antygenowych tych czasteczek i w konsekwencji takze komorek, co moze indukowaé
wytwarzanie przeciwcial przeciw wlasnym komoérkom organizmu [77].

Istotne znaczenie maja reakcje RFT z kwasem hialuronowym (HA), jednym
z najwazniejszych mukopolisacharydéw. Posiada on zdolno$¢ wigzania duzych ilosci
wody, a w organizmach zywych wystepuje zazwyczaj w postaci soli sodowej —
hialuronianu sodu [78,79]. Zwiazek ten jest podstawowym sktadnikiem mazi
stawowej i pod wptywem RFT (glownie rodnika hydroksylowego) ulega
depolimeryzacji, co prowadzi do zmniejszenia lepkosci ptynu stawowego i uszkadzania
powierzchni chrzastek stawowych [18].

Wykazano, ze kwas hialuronowy oddzialuje z powierzchniowymi receptorami
komorek rakowych, zwigkszajac ich przezywalno$¢ 1 inwazyjno$¢, co ma zwigzek
z przerzutami, np. raka piersi czy jelita grubego [80]. Stosowany jest jako marker do
diagnozowania wielu chorob, takich jak reumatoidalne zapalenie stawoéw, nowotwory,
schorzenia watroby [81]. Podwyzszone stgzenie HA w osoczu krwi moze wskazywaé
na istnienie stanu zapalnego lub chorobowego. W schorzeniach watroby prowadzi do
ostabienia klirensu watrobowego wskutek uszkodzenia komorek sinusoidalnych
watroby [82]. Pomiar st¢zenia HA pozwala w nieinwazyjny sposob oceni¢ stopien
zwldknienia watroby [83]. Podwyzszenie stgzenia HA obserwowano takze u osob
Z zesztywniajacym zapaleniem stawow krggostupa, co korelowalo ze wskaznikami

laboratoryjnymi stanu zapalnego [84]. Z kolei w procesie réznicowania si¢ komorek
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stezenie HA obniza si¢ z powodu jego degradacji przez hialuronidazg, co prowadzi do

wydalenia kwasu z organizmu [85].

1.5. System obrony antyoksydacyjnej organizmu przed RFT

Rezultatem metabolizmu tlenowego jest wytwarzanie reaktywnych form tlenu,
aich zwigkszone ilosci powoduja uszkodzenia komoérek oraz prowadza do wielu
réznych chorob [86]. W organizmie zywym funkcjonuje szereg systemow
przystosowanych do ochrony sktadnikow komodrki przed uszkodzeniami
oksydacyjnymi [76].

Zachowanie réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem a usuwaniem wolnych
rodnikow tlenowych nalezy do substancji charakteryzujacych si¢ wilasciwosciami
antyoksydacyjnymi (przeciwutleniajagcymi). W organizmie wyrdznia si¢ trzy linie
obrony przed nadmierng ilo$ciag RFT, zwane triadg antyoksydacyjna:

— | — zwiazki organiczne zawierajace jony metali, jak ferrytyna, transferyna,
ceruloplazmina; zapobiegaja one powstawaniu wolnych rodnikow tlenowych,

— Il — antyoksydanty drobnoczasteczkowe, jak glutation, witamina E czy C; do tej
grupy nalezag roéwniez enzymy antyoksydacyjne takie, jak dysmutaza
ponadtlenkowa, czy katalaza; zwiazki te maja zdolno$¢ dezaktywacji RFT,

— Il — systemy naprawcze czasteczek, ktore zostaty uszkodzone przez wolne

rodniki tlenowe [87].

System chronigcy komarki przed RFT

Pierwsza linia obron Y

Przeciwutleniacze nieenzymatyczne

Druga linia obrony

Enzymy przeciwutleniajace

Ryc. 1.7. Trzy linie obrony uktadu antyoksydacyjnego [76]
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1.5.1. Antyoksydanty enzymatyczne

Na barier¢ enzymatyczng, chronigcg organizm przed szkodliwym dziataniem
reaktywnych form tlenu skfada si¢ kilka enzymoéw. Do tej grupy zalicza si¢ przede
wszystkim dysmutaze ponadtlenkowa (SOD), katalaze (CAT), peroksydaze
glutationowa (GPx) oraz reduktaz¢ glutationowa (GR). Pelna ochrona antyoksydacyjna

wynika z synergicznego oddzialywania wszystkich enzyméow [88].

1.5.1.1. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD, ang. superoxide dismutase) (E.C.1.15.1.1.) to
katalizator reakcji przeksztalcenia dwoch anionorodnikéw ponadtlenkowych w tlen
czasteczkowy oraz wode. Mechanizm ten dezaktywuje O;°, ktory znajduje
si¢ w komorce [89].

0,°+0,° +2H" —s° , H,0, + O, (Réwnanie 17)

Istnieja trzy izoformy tego enzymu, z czego kazda kodowana jest przez inny
gen. Dysmutaza ponadtlenkowa miedziowo — cynkowa CuZnSOD (SODI1) mieSci
si¢ gtownie w cytozolu i jadrze komoérkowym, a ulega ekspresji we wszystkich
komorkach ssakow. Dominuje ona w naczyniach krwiono$nych, gdzie kontroluje m.in.
wydzielanie tlenku azotu. Dysmutaza ponadtlenkowa manganowa MnSOD (SOD2)
wystepuje z kolei w macierzy mitochondrialnej i rozklada powstajace tam reaktywne
formy tlenu. Dysmutaza ponadtlenkowa zewnatrzkomérkowa EC-SOD (SOD3)
wydzielana jest poza komoérke. Jest to gtowna dysmutaza chionki, osocza 1 ptynu
stawowego. Podobnie jak SODI1 potaczona jest z jonem miedzi i cynku — jest ona
niezbedna w procesie przenikania tlenku azotu przez $Sciang naczyn [90,91].

0y ——> H,0, btona komérkowa

e —

mitochondria

Ryc. 1.8. Lokalizacja subkomoérkowa dysmutaz [90]
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Izoforma SOD?2 jest kluczowym enzymem chronigcym komorki przed atakiem
wolnych rodnikow [92]. Spelnia role¢ represora rozwoju nowotworow [93]. Wzrost
ekspresji  SOD nastepuje pod wptywem wielu czynnikow wywotujacych stres
oksydacyjny: czynnika martwicy nowotworu TNF-a (ang. tumor necrosis factor),
interleukin, lipopolisacharydéw (LPS), interferonu-g, promieniowania y i X, niektorych
lekow [94,95]. Zwiazki te wytwarzaja reaktywne formy tlenu prowadzace do aktywacji
czynnikow transkrypcyjnych, glownie jadrowego czynnika NF-kf (ang. nuclear
factor kf) i czynnika transkrypcyjnego AP-1 (ang. activating protein 1), biorgcych
udziat w aktywacji genow kodujacych biatka chronigce komoérki przed stresem
oksydacyjnym [96].

Spadek aktywnosci SOD2 obserwowano na poczatku choroby nowotworowej,
z kolei wzrost aktywnosci enzymu towarzyszyt rozwojowi choroby nowotworowej
I stopniowemu  ztosliwieniu komoérek. Wysokie st¢zenie nadtlenku wodoru
powstajacego w wyniku dziatania SOD moze stymulowaé¢ podzialty komorek

nowotworowych [97].

Ryc. 1.9. Struktura ludzkiej dysmutazy ponadtlenkowej CuZnSOD [98]

1.5.1.2. Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT, ang. catalase) (E.C.1.11.1.6.) to enzym zawierajacy zelazo
hemowe, ktory posiada zdolno$¢ redukcji nadtlenku wodoru do wody. Znajduje si¢ on

w wiekszosci komorek, a najmniejsze ilosci wystepuja w komorkach serca i neuronach.
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Funkcja przeciwutleniajaca katalazy nie zostala do konca wyjasniona, gdyz
zahamowanie jej aktywnos$ci nie powoduje zwigkszenia toksycznosci H,O; [76].
Katalaza to Kkatalizator reakcji dysproporcjonowania nadtlenku wodoru,
w wyniku ktorej wytwarzany jest tlen czasteczkowy 1 woda. Reakcja ta zachodzi
w dwoch etapach [76]:
— | — redukcja nadtlenku wodoru do wody w obecnosci jonu Fe (III) uktadu

hemowego:
H,0; + Fe(lll) - CAT — 2 H,0 + O + Fe(V) — CAT (Réwnanie 18)
— |l —reakcja utleniania z udziatem kolejnej czasteczki nadtlenku wodoru:
H,0; + O=Fe(V) — CAT — Fe(lll) — CAT + H,0 + O, (Réwnanie 19)

Cechg charakterystyczng tego enzymu s3 jego wilasciwosci peroksydazowe,
ujawniajace si¢ podczas reakcji utleniania niektorych zwigzkéw (jak etanol, mréwcezan
czy chinony). Mechanizm reakcji polega na redukcji nadtlenku wodoru do wody

Z udziatem donoréw wodoru [99]:
H,0;, + SH, —» 2 H,0 + S (Réwnanie 20)

Katalaza odgrywa duza role w kancerogenezie, apoptozie, mutagenezie oraz
stanach zapalnych [76]. Jej st¢zenie zmienia si¢ w zaleznosci od stanu chorobowego.
Niskg aktywno$¢ tego enzymu zaobserwowano w wielu chorobach nowotworowych
(pluc, przewodu pokarmowego, piersi, nerek oraz bialaczkach), wrzodziejacym

zapaleniu dzigsel, a takze u alkoholikow [100].

Ryc. 1.10. Struktura katalazy z erytrocytow ludzkich [101]
32



1.5.1.3. Peroksydaza glutationowa (GPx)
Peroksydaza glutationowa (GPx, ang. glutathione peroxidase) (E.C.1.11.1.9.) to

enzym zdolny do redukcji nadtlenku wodoru do wody. Mechanizm dziatania opiera
si¢ na usunigciu elektronow z glutationu w formie zredukowanej oraz ich przylaczeniu
do nadtlenku wodoru. W wyniku dziatalno$ci reduktazy glutation powraca do formy
zredukowanej — poprzez przeniesienie wodoru z fosforanu dinukleotydu nikotyno —

aminoadeninowego (NADPH):
reakcja peroksydazy: H,O, + 2 GSH — 2 H,0 + GSSG (Rownanie 21)
reakcja reduktazy: ~ NADPH + H" + GSSG — 2 GSH + NADP" (Réwnanie 22)

Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej zalezy od selenu, ktory jest pierwiastkiem
sladowym w organizmie, jego niedobor moze powodowaé znaczne obnizenie
aktywnosci tego enzymu [102].

U ssakow wyroznia si¢ sze$¢ izoform tego enzymu, rdéznigcych si¢ miejscem
wystepowania: cytozolowa lub klasyczna (cGPx, GPx-1); zotadkowo-jelitowa (giGPX,
GPx-2); pozakomoérkowa osoczowa (pGPX, GPx-3); peroksydaza wodoronadtlenkow
fosfolipidowych (phGPx ang. phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase,
GPx-4) znajdujaca si¢ w mitochondriach i cytoplazmie; regulowana stezeniem
androgenow (ang. epididymal androgen-related protein) (eGPx, GPx-5) wystepujaca
w najadrzu mgeskiego uktadu rozrodczego; powonieniowa (OMP ang. olfactory-
metabolizing protein, GPx-6) umieszczona w nabtonku wechowym. U ludzi wszystkie
oprocz izoformy GPx-5 zawieraja w centrum aktywnym selenocysteing, czyli sg to
formy tzw. selenozalezne peroksydazy glutationowej (Se-GPx) [103].

Aktywnos¢ GPx niezaleznej od selenu (non-Se-GPXx) pokrywa si¢ z formg a
S-transferazy glutationowej (GST), enzymu katalizujagcego powstawanie koniugatow
glutationu z ksenobiotykami. R6znica pomiedzy Se-GPx i non-Se-GPx polega na tym,
ze Se-GPx katalizuje redukcje organicznych 1 nieorganicznych nadtlenkow, podczas
gdy non-Se-GPx redukuje tylko nadtlenki organiczne, powstajace w procesie
peroksydacji lipidow [104,105]. Non-Se-GPx uwazana jest raczej za transferaze
wykazujaca funkcje GPx, czgsto zwyczajowo nazywana jest peroksydaza glutationowa
selenoniezalezng [106].

Aktywno$¢ peroksydaz glutationowych, niezalezng od Se wykazujg biatka
blonowe MAPEG (ang. Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione
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metabolism) — trimery odgrywajace wazng rolg w metabolizmie kwasu
arachidonowego [107].

Ryc. 1.11. Struktura peroksydazy glutationowej GPx1 z selenocysteing [108]

1.5.1.4. Reduktaza glutationowa (GR)

Reduktaza glutationowa (GR, ang. glutathione reductase) (E.C.1.8.1.7), to
oksydoreduktaza wystepujaca w cytozolu i mitochondriach. Gtéwng funkcjg tego
enzymu jest utrzymywanie prawidlowego stgzenia glutationu w komorkach dzieki
zdolnosci do przeksztatcania utlenionego glutationu GSSG (disulfidu glutationu) w jego
forme¢ zredukowang GSH [109].

GSSG + NADPH + H" _st, 2GSH + NADP* (Réwnanie 23)

Grupg prostetyczng enzymu jest dinukleotyd flawinoadeninowy (FAD) [110],
a podjednostki krystalicznej formy ludzkiej GR sg potaczone wigzaniem disiarczkowym
cysteiny [111]. GR wspotdziata z peroksydazg glutationowa dostarczajac jej
zredukowang forme GSH kosztem utleniania NADPH w forme¢ NADP* [112].

Ponadto uczestniczy rowniez w przemianach zmniejszajacych toksycznosé
tlenu. Wykazano, ze ekspresja mRNA reduktazy glutationowej wzrasta pod wptywem
narazenia na czynniki wywolujace  stres oksydacyjny [113]. Jednym z takich
czynnikow jest przewlekte zatrucie etanolem, prowadzace do wzrostu aktywnosci GR
W prazkowiu 1 rdzeniu kregowym. Wyzsza aktywno$¢ GR moze stanowi¢ odpowiedZ

adaptacyjng komorek na obnizony poziom NADPH, ktory towarzyszy zatruciu
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etanolem lub $wiadczy o dazeniu komoérek do utrzymania prawidtowego poziomu
glutationu [114].

Rola GR jest szczegolnie wazna w erytrocytach, ktore chroni przed hemolizg.
W stanach niedozywienia niedobdr ryboflawiny moze by¢ przyczyng obnizonej
aktywnos$ci GR, co prowadzi do nasilenia stresu oksydacyjnego i anemii hemolityczne;.
Ryboflawina jest prekursorem FAD, ktorego forma zredukowana przekazuje dwa
elektrony do wigzania disiarczkowego, obecnego w utlenionej postaci GR, w celu

rozpoczecia cyklu katalitycznego enzymu [107].

Ryc. 1.12. Struktura reduktazy glutationowej GR [115]

1.5.1.5. S-transferaza glutationowa (GST)
S-transferazy glutationowe (GST, ang. glutatione S-transferase) (E.C.2.5.1.18)

to rodzina trzech enzymoéw, ktdrych podstawowa funkcja jest katalizowanie reakcji
sprzegania glutationu (GSH) ze zwigzkami elektrofilowymi (m.in. ksenobiotykami
I produktami ich biotransformacji) oraz ich usuwanie na zewnatrz komoérki. Enzymy te
uczestniczg takze w reakcji usuwania poza komoérke utlenionej disiarczkowej formy
glutationu (GSSG), ktéra powstaje w wyniku dwuelektronowej reakcji redukcji
nadtlenku wodoru z wykorzystaniem GSH jako dawcy protonow. GST inaktywuje
endogenne nienasycone aldehydy, epoksydy i nadtlenki — zwigzki b¢dace reaktywnymi
produktami stresu oksydacyjnego [116].
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U ludzi wyréznia si¢ 2 rodzaje form GST: cytozolowe i mikrosomalne. Do
cytozolowych GST naleza nastepujace klasy: alfa (GSTA1 1 2), mi (od GSTMI1 do M5),
omega (GSTO1), pi (GSTPL), sigma (GSTS1), teta (GSTT1 i 2) oraz zeta (GSTZ1).
Formy te katalizujag metabolizm ksenobiotykow, natomiast formy mikrosomalne —
metabolizm substancji endogennych [117]. Enzymy nalezace do klasy alfa
charakteryzuja si¢ wlasciwosciami antyoksydacyjnymi, ponadto niektdre izoformy
chronig mitochondria przed szkodliwymi produktami peroksydacji lipidow m.in.
4-hydroksynonenalem (4-HNE), ktory uczestniczy w komoérkowej sygnalizacji
prowadzacej m.in. do apoptozy [118].

W przeciwienstwie do peroksydazy glutationowej, w strukturach GST nie

wystepuje atom Se, nie mogg one takze redukowac nadtlenku wodoru [119].

Ryc. 1.13. Struktura cytozolowej S-transferazy glutationowej GSTAL1 w kompleksie
z glutationem [120]

1.5.1.6. Reduktaza NAD(P)H: chinon 1 (NQO1)

Oksydoreduktaza NAD(P)H:chinonl (NQO1, ang. oxidoreductase NAD(P)H:
quinone 1) (E.C.1.6.99.2) to enzym biorgcy udzial w detoksykacji ksenobiotykow.
Wystepuje on u zwierzat, roslin i bakterii, a u ludzi najwigksza aktywno$¢ wykazano
W watrobie, mniejszg m.in. w nerkach. Akceptorem elektronow w reakcjach
katalizowanych przez ten enzym moze by¢ NADH oraz NADPH. NQO1 w komorkach
odgrywa rozne role, miedzy innymi bierze udziat w redukcji endogennych
I egzogennych chinonéw 1 zwigzkoéw chinonowych do hydrochinonow. W wyniku
jednoelektronowej redukcji chinonow powstaja semichinony tatwo utleniane przez tlen

czasteczkowy ponownie do chinonow. Podczas tej przemiany tworzy si¢ anionorodnik
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ponadtlenkowy, z ktorego w reakcji katalizowanej przez dysmutaze ponadtlenkowa
powstaje nadtlenek wodoru — ten przy udziale Fe?* moze przeksztalci¢ sie w rodnik
hydroksylowy OH" lub ulec deaktywacji w reakcji katalizowanej przez katalazg. NQO1
zapobiega powyzszym procesom poprzez redukcje chinonéw w dwuelektronowej
reakcji do hydrochinonéw, zwigzkow bardziej stabilnych, ktore moga by¢ usuwane
bezposrednio lub w wyniku dalszych reakcji sprz¢gania z kwasem glukuronowym lub
siarkowym [116].

NQO1 zdolna jest do  bezposredniego usuwania  anionorodnika
ponadtlenkowego, cho¢ mniej wydajnie niz SOD [121]. Ta wlasciwo$¢ moze stanowic
dodatkowa ochron¢ szczegodlnie w tkankach o niskiej ekspresji SOD. Na przyktad
w komorkach uktadu sercowo-naczyniowego, w ktorych ekspresja NQO1 jest wysoka
aSOD jest stosunkowo niska, indukcja NQOI1 koreluje ze zwigkszonym
wychwytywaniem anionu ponadtlenkowego [122].

1.5.1.7. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD)

Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD (ang. glucose-6-phosphate
dehydrogenase) (E.C.1.1.1.49) to enzym nalezacy do klasy oksydoreduktaz i grupy
dehydrogenaz [123]. Jest to enzym katalizujacy powstawanie zredukowanej formy
fosforanu nikotynamidoadeninowego, czyli NADPH (ang. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate) — kofaktora reduktazy glutationowej [124].

W warunkach stresu oksydacyjnego  zmienia si¢ aktywno$¢ enzymow
antyoksydacyjnych, w tym peroksydazy glutationowej. Enzym ten zuzywa glutation
zredukowany (GSH), ktory przechodzi w forme utleniong, disulfid glutationu (GSSG).
Przejscie GSSG w GSH jest mozliwe dzigki reduktazie glutationowej, ktéra w tym celu
potrzebuje NADPH jako substratu. Jego zrdodlem jest szlak pentozofosforanowy,
a dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa katalizuje pierwszy etap tego szlaku. Proces
ten obejmuje utlenianie glukozo-6-fosforanu do kwasu glukonowego oraz redukcje
NADP do NADPH'H" [125]. Aktywacja G6PD zachodzi przy udziale glukozy, ktora
stanowi  zatem zrodlo  rownowaznikéw  redukcyjnych (NADH i NADPH),
uczestniczacych w przejsciu utlenionych komorkowych antyoksydantéw (GSSG)
w formg zredukowang (GSH) [126].

Genetycznie uwarunkowany niedobdr G6PD jest przyczyna niedokrwisto$ci

hemolitycznej w stanach stresu oksydacyjnego wynikajacego z infekcji, stosowania
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lekow i spozywania bobu (fawizm). U noworodkéw moze wystapi¢ uporczywa
z6ttaczka. Niedobor tego enzymu jest globalnym problemem zdrowotnym [127].
Ostatnie badania wykazaty, ze G6PD bierze udziat w procesie apoptozy
| angiogenezy, odgrywa kluczowa role w proliferacji, przezyciu i przerzutach komorek
nowotworowych 1 jest obiecujacym celem w terapii nowotwordéw [128]. Huaidong
I wsp. (2014) wykazali, ze ekspresja G6PD w komorkach raka watrobowo-
komorkowego (HCC, ang. hepatocellular carcinoma) zwigzanego z zakazeniem HBV
(WZW B, ang. hepatitis B virus) jest wyzsza w porownaniu do tkanek kontrolnych.
W doswiadczeniu ~ wykorzystano  zjawisko wyciszania ~ ekspresji  genu przez
dwuniciowy RNA - interferencje¢ RNA ktora wywotala zahamowanie ekspresji G6PD
i zmniejszenie replikacji wirusa HBV poprzez szlak sygnalowy IFN (interferon).
Obnizona ekspresja G6PD powodowala zmniejszenie migracji 1 inwazji komorek raka
watroby w hodowli linii komoérkowych ludzkiego watrobiaka BEL7402 i HepG2.
Autorzy cytowanego doniesienia sugeruja, ze obnizenie ekspresji G6PD moze

przyczyni¢ si¢ do hamowania rozwoju nowotworu [129].

1.5.2. Obrona nieenzymatyczna

Nieenzymatyczne mechanizmy ochrony antyoksydacyjnej polegaja na
zmniejszaniu ilosci wolnych rodnikéw poprzez dziatanie odpowiednich substancji, ktore

nazywane sg ,,wymiataczami” wolnych rodnikéw (ang. free radical scavenger) [76].

1.5.2.1. Antyoksydanty hydrofilowe

Glutation (GSH), czyli y — glutamylocysteinyloglicyna (y — glu — cys — gly) to
najbardziej rozpowszechniony niskoczasteczkowy zwigzek tiolowy w przyrodzie.
Substancja ta wystepuje we wszystkich komorkach prokariotycznych oraz
eukariotycznych, a jego biosynteza zachodzi w cytoplazmie niemal wszystkich
komorek [130]. Glutation to jeden z gtdwnych antyutleniaczy obecnychw organizmie.
Spelia rolg¢ czynnika redukujacego  dzigki zawarto$ci w jego czasteczce grup
sulfhydrylowych cysteiny. Antyoksydacyjne dziatanie GSH polega w gtdéwnej mierze
na bezposredniej redukcji nadtlenku wodoru do czasteczki wody z pominigciem procesu
powstawania rodnikow hydroksylowych. Poza tym wykazuje on zdolno$¢ detoksykacji
nadtlenkéw organicznych 1 innych reaktywnych form tlenu oraz zwigzkow
elektrofilowych (egzo- lub endogennych). Posiada takze mozliwo$¢ chelatowania
niebezpiecznych jonow metali oraz moze regenerowac inne antyoksydanty, uczestniczy
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w naprawie uszkodzonych struktur komorki (przede wszystkim biatek i lipidow bton
komorkowych oraz DNA), bierze udzial w utrzymywaniu stalej wartosci potencjatu
redukcyjno-oksydacyjnego komorek, a w osrodkowym uktadzie nerwowym pehi rolg
swoistego modulatora neurotransmisji glutaminianergicznej i neuroprzekaznika [89].

Podczas reakcji redukcji H,0, grupa sulfhydrylowa GSH ulega utlenieniu do disulfidu
glutationu (GSSG), charakteryzujacego si¢ brakiem wlasciwosci antyoksydacyjnych, co
moze prowadzi¢ do kumulacji w komoérce GSSG. Utleniona forma glutationu moze
zredukowa¢ si¢ z powrotem do GSH w reakcji katalizowanej przez reduktaze
glutationowa, tworzac cykl redoks. Stosunek GSH/GSSG w duzej mierze decyduje
0 wewnatrzkomoérkowym potencjale redoks komorki, dlatego wykorzystywany jest do

oznaczania poziomu stresu oksydacyjnego w organizmie [130].

Ryc. 1.14. Struktura glutationu [131]

Witamina C (kwas askorbinowy) to reduktor, dostarczajacy elektrony wolnym
rodnikom, co umozliwia uzupetnianie orbitali elektronowych tych rodnikéw. Duze
ilosci witaminy C znajduja si¢ w ptucach — prawdopodobnie petni tam funkcje ochronng
poprzez dezaktywacje zanieczyszczen wchtanianych drogg oddechowa [56].

Kwas askorbinowy wykazuje zdolnos¢ odwracalnego utleniania i redukcji, co pozwala
na utrzymywanie prawidtowego stanu redoks w komorce. Zwigzek ten dezaktywuje
anionorodnik ponadtlenkowy, rodnik wodorotlenowy oraz tlen singletowy. Mechanizm
dziatania antyoksydacyjnego polega na tworzeniu z wolnymi rodnikami mato

reaktywnego rodnika askorbylowego [132]:

askorbinian (AH) + Fe** — Fe*" + rodnik askorbylowy (A*) + H* (Réwnanie 24)
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Witamina C posiada rowniez wlasciwosci prooksydacyjne — oddziatujac
Zjonami metali przejSciowych (zelaza lub miedzi) redukuje je z wytworzeniem

nadtlenku wodoru, a podczas tego procesu powstajg takze rodniki hydroksylowe [132].

1.5.2.2. Antyoksydanty hydrofobowe

Witamina E (alfa — tokoferol) jako substancja rozpuszczalna w thuszczach
dziata antyoksydacyjnie na lipidy zawarte w blonie. Jest to jedyny zwigzek z grupy
antyoksydantow zdolny do zatrzymania procesu peroksydacji lipidow. W trakcie tego
procesu witamina E utleniana jest do mato reaktywnego wolnego rodnika, ktory
przerywa reakcje ‘tancuchowsg, czego efektem jest ochrona kolejnych
wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych przed ich utlenieniem. Reakcja przemiany
rodnika do witaminy E zachodzi po dostarczeniu elektronu od witaminy C [23,56].

Witamina E taczy si¢ z rodnikami nadtlenkow lipidow powstajagcymi w procesie
peroksydacji tworzac mniej reaktywne rodniki tokoferylowe. Hamuja one proces

utleniania lipidow laczac si¢ ze soba albo z rodnikami nadtlenowymi.
TOK-0*+TOK-0"— TOK -0 - O — TOK (Réwnanie 25)
TOK-0*+LOO* - TOK — O — OOL (Réwnanie 26)

Rodniki tokoferylowe sg usuwane z organizmu przez takie antyoksydanty jak:
glutation czy witamina C [133].

Ubichinon  (koenzym Qo)  (2,3-dimetoksy-5-metylo-6-poliprenylo-1,4-
benzochinon) to zwiazek syntetyzowany we wszystkich tkankach i komorkach, ktorego
biosynteza ulega nasileniu m.in. w wyniku stresu oksydacyjnego. W warunkach
fizjologicznych wystepuje w dwoch formach — utlenionej (ubichinon CoQig) oraz
zredukowanej  (ubichinol CoQoHz). Ubichinon wykazuje zaréwno dzialanie
antyoksydacyjne (o charakterze bezpos$rednim i posrednim), jak 1 prooksydacyjne.
Z kolei ubichinol posiada zdolno$¢ bezposredniego dziatania antyoksydacyjnego —
wigze on wolne rodniki, co zapobiega peroksydacji lipidow oraz przeciwdziata
oksydacyjnym modyfikacjom biatek i DNA. Mechanizm ten polega na oddaniu atomu
wodoru oraz wytworzeniu rodnika ubisemichinonowego (CoQioH®), ktéry wchodzi
w reakcje z tlenem czasteczkowym lub z innymi rodnikami. W wyniku tej reakcji
powstaje czasteczka koenzymu Qo, jednak brakuje w niej atomu wodoru, co

uniemozliwia pehienie funkcji antyoksydacyjnej. Posrednie dziatanie ubichinolu oraz
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rodnika ubisemichinonowego polega na wspotdziataniu z witaming E — oba zwiagzki
wzmagaja regeneracje zredukowanej, biologicznie aktywnej postaci tokoferolu z jej
formy utlenionej [134].

B — karoten to zotty barwnik roslinny — w swojej czasteczce zawiera dwa
pierScienie [ — jononu, polaczone *lancuchem bgdacym tetrametrem izoprenu.
Charakterystycznym elementem budowy tego zwiazku jest chromofor — ugrupowanie
zawierajace uktad sprzezonych wigzan podwojnych n. Posiada on zdolno$¢ wygaszania
tlenu singletowego oraz wchodzi w reakcje z organicznymi wolnymi rodnikami,
wytwarzanymi podczas peroksydacji lipidow. Nastepstwem zachodzacej reakcji
przytaczania rodnika nadtlenku lipidu do B — karotenu jest powstanie wolnego rodnika,

w ktérym niesparowany elektron znajduje si¢ na atomie wegla:
LOO®+ K — LOO - K* (Rownanie 27)

Kolejnym etapem tego procesu jest reakcja utworzenia adduktu karotenowego,
zdolnego do reakcji z nastgpnymi rodnikami, czego produktem sg wielokrotne addukty
[23]. W organizmie B-karoten przeksztalcany jest w retinal (witamina A) w reakcji
katalizowanej przez dioksygenaze -karotenowa [135].

Witamina A wystepuje w dwoch podstawowych formach — retinolu oraz
3, 4 — didehydroretinolu. Obecnos$¢ w czasteczce witaminy A tafcucha polienowego,
zawierajgcego liczne wigzania podwojne, gwarantuje udzial w reakcjach redoks, a tym
samym wlasciwosci antyoksydacyjne. Witamina ta reaguje z rodnikiem nadtlenkowym
oraz hamuje tancuch reakcji wolnorodnikowych. Wykazano, ze retinol ma wyzsza
efektywno$¢ w usuwaniu rodnika peroksylowego (LOQO®) niz witamina E oraz wykazuje
zdolnos$¢ do bezposredniej reakcji z wolnymi rodnikami tlenowymi oraz do wygaszania
tlenu singletowego [48]. Witamina A moze takze modulowac transkrypcje genow za
posrednictwem 2 rodzajow receptorow jadrowych: receptory kwasu retinowego
i receptory retinoidowe X, co wynika z bezposredniego oddziatywania z ligandem.
Receptory te oddziatujac na miejsca promotorowe niektorych genéw, moga miec istotny
wplyw na hamowanie wzrostu komoérek nowotworowych. Wykazano, ze w réznych
typach nowotworéw poziom ekspresji lub aktywno$ci tych receptorow ulega

obnizeniu [48].
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1.6. Kancerogeneza chemiczna i chemoprewencja

Kancerogeneza chemiczna jest zwykle procesem  wieloetapowym
charakteryzujacym si¢ wieloma zmianami fenotypowymi 1 genotypowymi.
W pierwszym etapie inicjacji nast¢puje nieodwracalna zmiana o charakterze
genotypowym. Polega ona na uszkodzeniu DNA wywotanym interakcja z aktywnag
forma kancerogenu. Zmiana ta zostaje utrwalona jezeli uszkodzenie DNA nie zostanie
naprawione przed podziatem komorki. Zainicjowana komorka moze pozosta¢ w stanie
niezmienionym przez dlugi czas, moze ulec apoptozie a takze moze wejs¢ w cykl
podzialu komorkowego w procesie promocji. Etap promocji charakteryzuje
si¢ klonalnym wzrostem zainicjowanych komoérek spowodowanym badz nasileniem
proliferacji badz zahamowaniem apoptozy. Czynniki wywolujace ten proces okresla
si¢ jako promotory kancerogenezy. W efekcie powstaja uszkodzenia preneoplastyczne,
ktore sg odwracalne po usunig¢ciu czynnika promujgcego. Etap promaocji jest znacznie
dluzszy niz proces inicjacji a promotory wykazuja specyficzno$¢ narzadowa, np.
fenobarbital jest promotorem nowotworu watroby i nie wywiera takiego dziatania
winnych tkankach. W etapie progresji uczestniczg mechanizmy genotoksyczne
prowadzace do aberracji i translokacji chromosomowych. W efekcie dochodzi do zmian
o charakterze ztosliwym zdolnych do inwazji do sasiednich komorek. Etap progresji jest
nieodwracalny [137].

Termin ,,chemoprewencja” jest definiowany wg Narodowego Instytutu Badan
nad Rakiem w USA jako ,,stosowanie substancji naturalnych lub syntetycznych w celu
zmniejszenia ryzyka rozwoju lub nawrotu choroby nowotworowej”. W zaleznos$ci od
mechanizmu dzialania srodki chemoprewencyjne dzieli si¢ na 2 kategorie: blokujace,
ktore dziatajg na etapie inicjacji oraz supresyjne, ktére modulujg etap promocji lub
progresji nowotworu. Czynniki antyinicjacyjne mogg hamowac¢ aktywacj¢ metaboliczng
kancerogenow, zwigksza¢ ich detoksykacje, zapobiega¢ reakcji -elektrofilowych
metabolitow z DNA, zwigkszaé skuteczno$¢ naprawy DNA [12]. Czynniki
antypromocyjne/antyprogresyjne  moga hamowac proces kancerogenezy poprzez
zmiatanie reaktywnych form tlenu, modyfikacje drég transdukcji sygnatow, zmiang
ekspresji gendéw, hamowanie procesow zapalnych i proliferacji oraz pobudzanie
apoptozy [12].

Charakterystyczng cechg wieloetapowego procesu kancerogenezy jest dtugi

okres dzielgcy etap inicjacji od pojawienia si¢ ztosliwego guza. W tym czasie zachodzi
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wiele zmian polegajacych na zaktoceniu szlakow sygnatowych decydujacych o rozwoju
1 zroznicowaniu komorek. Moze tez dochodzi¢ do zwigkszonej syntezy czynnikéw
prozapalnych i mitogennych co pocigga za sobg uruchomienie procesu zapalnego,
wszystkie te  zjawiska moga by¢ celem  oddziatywania  czynnikow

chemoprewencyjnych [137].

Czynniki
supresyjne I

Czynniki
blokujace

Czynniki
supresyjne I1

Komoérka Komérka Komérki Komorki
normalna zainicjowana preneoplastyczne neoplastyczne

Ryc. 1.15. Chemoprewencja wieloetapowego procesu kancerogenezy [137]

Pod wzgledem mozliwosci zastosowania praktycznego wyrdznia si¢ trzy gtdéwne
strategie chemoprewencyjne [138]:

— chemoprewencja pierwotna (antyinicjacyjna) — srodki hamujace nowotwoér na
etapie inicjacji; skierowana do osob zdrowych z grupy podwyzszonego ryzyka
rozwoju choroby nowotworowej — narazonych na dziatanie kancerogenu
z predyspozycjami genetycznymi,

— chemoprewencja drugiego rzedu (inaczej antypromocyjna lub antyprogresyjna)
— hamuje progresj¢ nowotworu, sluzy terapii dla oséb z wcze$nie wykrytymi
stanami przedrakowymi,

— chemoprewencja trzeciego rzedu — ma na celu zapobieganie nawrotom choroby,

srodek zapobiegawczy przeciwko drugim nowotworom pierwotnym.

1.7. Rola stresu oksydacyjnego w procesie nowotworowym

Nasilony stres oksydacyjny moze powodowa¢ zmiany w strukturze
najwazniejszych makroczasteczek komorkowych: DNA, biatek 1 lipidow. Zmiany te
prowadza do zaburzen ich funkcji co skutkuje zakloceniem metabolizmu
komodrkowego. Udowodniono, ze wiele kancerogenéw chemicznych indukuje produkcje

RFT obnizajac jednoczesnie zdolnosci antyoksydacyjne komorki oraz zdolnos¢
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naprawy DNA. Stan stresu oksydacyjnego powoduje brak stabilno$ci chromosomow,
mutacje, zaklocenie wzrostu komorek prowadzace do rozwoju nowotworu [8].

Reakcje RFT z DNA powoduja wiele uszkodzen oksydacyjnych polegajacych
m.in. na uszkodzeniu pojedynczych zasad azotowych, pgknieciu nici DNA oraz
tworzeniu  adduktéw. Szczegdlng reaktywnosScig charakteryzuje si¢  rodnik
hydroksylowy, ktory powoduje rozerwanie wigzan fosfodiestrowych *taczacych
nukleotydy oraz powstanie wigzan poprzecznych DNA-biatko. Oksydacyjne
uszkodzenia DNA s3 odpowiedzialne za wickszos¢ mutacji w zywych organizmach.
Ocenia sig, Zze czestotliwosé tych uszkodzeh w komoérkach czlowieka wynosi 10*
/komérka/dzien. RFT mogg rowniez powodowac zwigkszony naptyw jonow Ca* do
komorki oraz ich uwalnianie z rezerw wewnatrzkomorkowych. Wzrost stezenia wapnia
prowadzi do aktywacji Ca®*- zaleznych endonukleaz odpowiedzialnych za degradacije
DNA. Wzrost stezenia tych jonow aktywuje tez Ca®* -zalezne kinazy biatkowe, enzymy
katalizujace fosforylacje czynnikow transkrypcyjnych, wpltywajac w ten sposob na
proces transkrypcji. Oksydacyjne modyfikacje DNA moga dawa¢ poczatek procesowi
nowotworowemu a takze sg czynnikiem sprzyjajacym przeksztatceniu zmiany tagodne;j
w ztosliwg [85]. Udziat stresu oksydacyjnego w procesie nowotworowym moze polegac
takze na zmianach epigenetycznych zwigzanych z modulacjg szlakow komodrkowe;j
transdukcji sygnatow [139].

Utlenianie biatek przez RFT powoduje zmiany w ich strukturze oraz utrate
funkcji biologicznych. Na skutek tych reakcji powstaja grupy karbonylowe zdolne do
reagowania z wolnymi grupami aminowymi co prowadzi do utworzenia w biatkach
wigzan krzyzowych. Zmienione oksydacyjnie biatka moga tez tworzy¢ oporne na
degradacje agregaty, ktore gromadza si¢ w komorkach powodujac zakldcenie ich
biochemicznych o funkcji. Wykazano, ze produkty utleniania biatek odgrywaja role
W patogenezie roznych schorzen w tym w chorobie nowotworowej [140].

Koncowymi produktami peroksydacji lipidéw sa nienasycone aldehydy takie jak
i 4-hydroksynonenal i 4-hydroxyheksenal. Te reaktywne czasteczki charakteryzuja
si¢ znacznie dluzszymi okresami poéttrwania (minuty do godzin) niz reaktywne formy
tlenu 1 azotu, ktéorych okres poéitrwania wynosi mikrosekundy. Jako czasteczki bez
fadunku moga one swobodnie przemieszczac si¢ przez btony komorkowe 1 wywierac
szkodliwe dzialanie w miejscach odlegtych od ich wytworzenia [53]. Oba te zwiagzki
a takze dialdehyd malonowy wykazuja dziatanie mutagenne i1 kancerogenne oraz

moduluja tempo proliferacji komorek [85]. MDA tworzy kowalencyjne addukty z DNA
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I wreakcji z deoksyguanozyng powstaje struktura pirymido- [1,2a]purin-10(3H)-one
okreslana symbolem M1dG, natomiast w reakcji z deoksyadenozyng i deoksycytydyna
powstaja zwiazki oksopropenylowe, glownie N6-(3-oksopropenyl)deoksyadenozyna.
Toksyczny 4-HNE reaguje z deoksynukleozydami, co powoduje zwickszong ilosé
mutacji 1 hamuje syntez¢ DNA. Ponadto DNA tworzy addukty z innymi produktami
peroksydacji lipidow: aldehydem akrylowym, aldehydem krotonowym, etanodiolem

(glioksal), tlenkiem etylenu, etenem, propenem, 4-hydroksyheksenalem (4-HHE) [141].

1.8. Resweratrol i jego pochodna 3,4,5, 4> — tetrametoksystylben (DMU-212)

Resweratrol (3, 4°, 5 — trihydroksystylben) to naturalnie wystgpujaca fitoaleksyna,
obecna przede wszystkim w winogronach, czerwonym winie, jagodach i orzechach
ziemnych. Zwigzek ten wykazuje szereg roznych korzystnych wilasciwosci, w tym
przeciwutleniajace, przeciwnowotworowe [7] i przeciwmutagenne [142]. Resweratrol
wykazuje dzialanie plejotropowe wywierajac korzystny wplyw na wiele szlakow
przekazywania sygnalu zwigzanych z powstawaniem nowotworu [7]. Efekty biologiczne
resweratrolu in vivo sa3 mocno ograniczone, co wynika ze stabej biodostepnosci oraz
szybkiego usuwania z ustroju [6]. Z tego wzglgedu badania naukowe skierowane zostaty na
poszukiwanie pochodnych resweratrolu wykazujacych wyzsza aktywnos¢ biologiczng
| posiadajacych lepsze parametry farmakokinetyczne. Jedng z pochodnych resweratrolu
0 obiecujacych wiasciwosciach jest trans 3, 4, 5, 4’ — tetrametoksystylben (DMU-212).
Zablokowanie grup hydroksylowych w strukturze resweratrolu grupami metylowymi
i dodanie jednej grupy metoksylowej w pozycji 4 pierScienia fenylowego spowodowato
brak podatnosci tego analogu na reakcje sprzggania z kwasem siarkowym i glukuronowym

oraz zwigkszenie lipofilnosci, czego nastepstwem jest wzrost biodostgpnosci [143].

O-CH,
Ryc. 1.16. Wzor czgsteczki resweratrolu (A) i DMU-212 (B)
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DMU-212 wywiera silniejsze dzialanie antyproliferacyjne 1 dziatanie
proapoptotyczne niz zwigzek macierzysty w komoérkach raka jajnika in vitro [7],
hamuje tez wzrost komorek raka okreznicy, prostaty czy watrobowokomoérkowego
[144]. Potwierdzono rowniez wyzszag od resweratrolu cytotoksycznos¢ DMU-212
wobec komorek raka jelita grubego, raka ptuc, zwigzang z indukcja apoptozy [144], jak
rowniez raka piersi linii estrogenozaleznej MCF-7 oraz estrogenoniezaleznej MDA-
MB-435 [2]. Wykazano takze hamujacy wplyw na wzrost transformowanych
fibroblastow oraz komorek raka szyjki macicy i sutka [6].

Zwigzek ten wykazuje zdolno$¢ do modulowania S$ciezek sygnatowych
procesOw inicjacji 1 promocji — t¢ samg witasno$¢ wykazuje resweratrol, przy czym
DMU-212 charakteryzuje si¢ wigkszg dostgpnoscia biologiczng. Z tego wzgledu moze
on by¢ lepszym s$rodkiem chemoprewencyjnym [7]. Dziatanie antyproliferacyjne
DMU-212 opiera si¢ na kilku mechanizmach, w tym obnizeniu ekspresji enzymow
katalizujgcych aktywacj¢ kancerogendéw, zatrzymaniu cyklu komorkowego, indukcji
apoptozy [6].

Wiasciwosci  przeciwnowotworowe DMU-212 potwierdzono w modelu
zwierzgcym. Stosujac technike ksenograftow wykazano hamujacy wplyw zwiazku na
rozwo0j guza u myszy SCID (z wrodzonym defektem odpornosci), ktorym wstrzyknigto

komorki ludzkiego raka jajnika (ryc. 1.17) [6].

Ryc. 1.17. Zmiany w rozwoju raka u myszy otrzymujacych DMU-212 (50 mg/kg m.c.)
— grupie A podawano DMU-212, a B — to grupa kontrolna [6]
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W patogenezie wielu chordb, istotng rolg odgrywa proces angiogenezy —
powstawanie sieci naczyn krwionos$nych. Jest to podstawowy proces w przej$ciu
nowotworow ze stanu u$pienia do stanu zlo§liwego — uwazany jest za cecheg
charakterystyczng raka poniewaz odpowiedzialny jest za inwazje i przerzuty [145].
Komorki $rédbtonka sg genetycznie stabilne i mniej podatne na lekooporno$¢ niz wiele
typow komorek, dlatego terapie ukierunkowane na angiogeneze stajg si¢ coraz
wazniejszym elementem w chemioterapii raka oraz w leczeniu innych schorzen
zwigzanych z angiogenezg [146]. DMU-212 wykazuje duzy potencjat
antyangiogeniczny, co potwierdzily badania Chen i wsp. (2013) z zastosowaniem
komorek $rodbtonka ludzkiej zyty pepowinowej (HUVEC). Przedstawiono dowody, ze
DMU-212 silnie hamuje angiogeneze poprzez blokowanie fosforylacji VEGFR2
(ang. Vascular endothelial growth factor receptor 2) oraz przez indukowanie apoptozy
w komorkach $rodbtonka. DMU-212 znaczaco zmniejszat stymulowang czynnikiem
wzrostu $rodblonka naczyniowego (VEGF) proliferacj¢ oraz migracje komorek
HUVEC [146]. DMU-212 hamowal takze tworzenie struktur przypominajacych
naczynia wlosowate W warunkach in vitro, jak rowniez indukowane przez VEGF
wytwarzanie nowego unaczynienia w tescie In Vivo, ze znacznym zmniejszeniem
powierzchni naciekajagcych komoérek $rodbtonkowych CD31-dodatnich oraz nowo
powstatych mikronaczyn w btonie kosmowkowo-omoczniowej zarodka kurzego (ryc.
1.18) [146].

Control 5 pmol/L 10 pmol/L

80 umol/L

domowej [146]
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Sale i wsp. (2004) wykazali, ze DMU-212 nie wykazuje dziatania toksycznego
U szczura po podaniu dozylnym w dawce 40 mg/kg oraz po podaniu dozotadkowym
w dawce 400 mg/kg. Wyniki obu badan sugerujg, ze ta pochodna resweratrolu moze
stanowi¢ obiecujgcy $rodek leczniczy w chorobach zwigzanych z angiogeneza
[143,146].

Wykazano rowniez, ze DMU-212 moze by¢ skutecznym srodkiem wobec
najbardziej $miertelnej formy raka skory - ludzkiego czerniaka. Mechanizm dziatania
DMU-212 polega na zatrzymaniu mitozy, indukcji apoptozy i aktywacji
zewnatrzkomoérkowych kinaz ERK1 / 2 (ang. extracellular signal-regulated kinases)
biatek [147]. DMU-212 hamowal tez rozwdj gruczolaka jelita u myszy Apc™™ na
drodze inhibicji produkcji prostaglandyny E-2 [3].

Obiecujagcym celem molekularnym w terapii przeciwnowotworowej staty
si¢ mikrotubule, a w szczegdlnosci wchodzaca w ich sktad tubulina. Mikrotubule to
dynamiczne polimery biatkowe cytoszkieletu, obecne we wszystkich komorkach
eukariotycznych, zaangazowane w szereg istotnych procesow komorkowych,
niezbednych dla prawidtowego funkcjonowania komorki: nadaja 1 utrzymuja jej ksztalt;
odgrywaja istotng role w trakcie jej podziatu; warunkuja  transport
wewnatrzkomoérkowy; wplywajg na ruch calej komoérki. W wielu doniesieniach
podkresla si¢, ze pochodne trans— stylbenu stymuluja polimeryzacje tubuliny [148].
Przedstawiono dowody, ze DMU-212 wykazuje efekt stabilizujacy mikrotubule
W stezeniu 2,5 uM poréwnywalny z efektem paklitakselu w stezeniu 10 uM [2].

Struktura DMU-212 stata si¢ rowniez podstawg do zsyntezowania nowych
heteroaromatycznych analogbw DMU-212, zawierajacych ugrupowanie -3,4,5-
trimetoksystyrylo przytaczone w pozycji C2 indolu, benzofuranu, benzotiazolu lub
benzotiofenu,  ktére  poddano  ocenie  pod  wzgledem ich  dziatania
przeciwnowotworowego ~w  stosunku do 60 linii  ludzkich  komorek
nowotworowych.Udowodniono, ze ugrupowanie trans -3,4,5-trimetoksy  jest
podstawowym  elementem  strukturalnym  warunkujagcym  silng  aktywno$¢
przeciwnowotworowa tych analogow [149].

Wykazano, ze DMU-212 ulega biotransformacji do czterech metabolitow:
3'-hydroksy-3,4,5,4'-tetrametoksystylben  (DMU-214), 4'-hydroksy-3,4,5trimetoksy-
stylben (DMU- 281), 4-hydroksy-3,5,4'-trimetoksystylben (DMU-291) i 3-hydroksy-
4.5,4'-trimetoksystylben (DMU-807) [143]. Najnowsze badania wskazuja, ze sposrod
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czterech metabolitow zwigzku macierzystego DMU-214 wykazuje najwyzsza
aktywno$¢ cytotoksyczng wobec linii komorkowych raka jajnika A-2780 i SKOV-3
[150].

1.9. Kancerogen zastosowany w eksperymencie

N-nitrozoaminy  sg  kancerogenami  $rodowiskowymi  wystepujacymi
w artykutach spozywczych, takich jak wedzone ryby, wedliny, sery, artykuty mleczne,
atakze w napojach alkoholowych i dymie tytoniowym. Mogg tez powstawaé
w kwasnym $rodowisku zotadka z azotanéw (III) i1 amin pochodzacych z dodatkéw do
zywnosci, lekow 1 srodkéw ochrony roslin [151,152].

Reprezentant tej grupy zwigzkéw N-nitrozodietyloamina (NDEA) zostata

uznana przez Miedzynarodowa Agencj¢ Badan nad Rakiem (IARC) za substancje
prawdopodobnie rakotworczag dla cztowieka [153].
NDEA ulega w mikrosomach watroby aktywacji metabolicznej katalizowanej przez
CYP2E1 i reduktaze NADPH. W pierwszym etapie zachodzi hydroksylacja a nastepnie
deetylacja  czasteczki. Powstaly produkt ulega przeksztalceniu do jonu
etylokarboniowego, zwigzku elektrofilowego zdolnego do tworzenia adduktow z DNA,
co moze prowadzi¢ do zainicjowania procesu nowotworowego [16].

® guaniny

Reakcji etylowania w wigkszym stopniu ulegaja atomy N’ i O
W przeciwienstwie do atomu O tyminy. Powstaje takze 8-hydroksyguanina,
wykorzystywana jako marker oksydacyjnych uszkodzen DNA [154].

W procesie biotransformacji NDEA powstajg reaktywne formy tlenu prowadzace do
stresu oksydacyjnego i1 uszkodzenia najwazniejszych makroczasteczek komorkowych
[16,155]. U szczurow NDEA wywotuje gtéwnie uszkodzenia i nowotwory watroby, co
uzasadnia powszechne stosowanie zwigzku, jako modelowego kancerogenu tego
narzadu [156,157].

W modelach kancerogenezy chemicznej indukowanej przez NDEA stosuje si¢ takze
wielokrotne podawanie zwierzetom fenobarbitalu (PB), zwiazku o udowodnionych

wlasdciwos$ciach promotora procesu nowotworzenia stymulujagcego namnazanie

si¢ komorek [158,159,160].
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2. CEL PRACY

W etiopatogenezie wiclu chorob, w tym nowotwordéw, istotne znaczenie
przypisuje si¢ uszkodzeniom wywolanym przez reaktywne formy tlenu, azotu oraz inne
wolne rodniki. Zgodnie z zasada chemoprewencji przyjmuje si¢, ze stosowanie
zwiazkow o wilasciwosciach antyoksydacyjnych moze zapobiec rozwojowi nowotworu
na etapie inicjacji i promocji. Rola przeciwutleniaczy nie ogranicza si¢ do
unieczynnienia wolnych rodnikéw, ale obejmuje roéwniez mechanizmy indukcji
cytoprotekcyjnych bialek w komorce, w tym enzyméw antyoksydacyjnych, enzymow
katalizujagcych syntez¢ glutationu i innych zaangazowanych w naprawe uszkodzen
oksydacyjnych.

Celem niniejszej pracy byla proba oceny czy istnieje zwigzek pomiedzy
aktywnos$cig antyoksydacyjng pochodnej resweratrolu, 3.,4,5,4’-tetrametoksystylbenu
(DMU-212), a jego potencjalnymi wlasciwosciami chemoprewencyjnymi.

Cel ten realizowano stosujac model kancerogenezy chemicznej watroby
polegajacy na podaniu szczurom N-nitrozodietyloaminy (NDEA), prooksydanta
0 wlasciwosciach kancerogennych, oraz fenobarbitalu jako promotora procesu
nowotworowego. Oceny wptywu DMU-212 na uszkodzenia wywolane przez NDEA
dokonano na podstawie nastepujacych oznaczen w watrobie:

— wybrane parametry obrony antyoksydacyjnej oraz markery uszkodzen
oksydacyjnych makroczasteczek komoérkowych

— ekspresja mRNA enzymo6w antyoksydacyjnych

— ekspresja biatek, wezesnych markeréw procesu nowotworowego

— aktywnos$¢ enzymow wskaznikowych funkcji watroby w surowicy krwi

Dodatkowo oznaczono wybrane parametry obrony antyoksydacyjnej oraz markery

uszkodzen oksydacyjnych makroczasteczek komérkowych w nerkach.
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3. CZESC DOSWIADCZALNA

3.1. Przedmiot badan

Przedmiotem badan byt 3,4,5,4’-trans-tetrametoksystylben (DMU-212).
Zwigzek zostal zsyntezowany w Katedrze i Zakladzie Technologii Srodkow
Leczniczych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu [253]. Tozsamos$¢ i czystosé
zwigzku zostaly potwierdzone na podstawie analiz metodg NMR i chromatografii

gazowej sprzezonej ze spektrometrig masowa.

3.2. Odczynniki i aparatura

Odczynniki:

— Sacharoza (Merck, Polska)

— Chlorek potasu (AppliChem, USA)

— Kwas cytrynowy (POCH, Polska)

— Kwas sulfosalicylowy (POCH, Polska)

—  40% roztwor 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (Bonio Inc., Kanada)

— Zestaw odczynnikdw do oznaczania biatka (Pointe Scientific Poland)

— Zestawy odczynnikéw do oznaczania enzyméw watrobowych (Pointe Scientific
Poland)

— Zestaw odczynnikéw do oznaczania st¢zenia grup karbonylowych Biocell PC
Test — Protein Karbonyl Enzyme-Assay Kit — test immunoenzymatyczny-ELISA
(ang. Enzyme-linked immunosorbent assay) (BIOCELL CORPORATION LTD.,
Nowa Zelandia)

— Zestawy odczynnikow do przeprowadzenia izolacji RNA i odwrotnej
transkrypciji:

e TRItidy G (Applichem, Niemcy)

e Chloroform, izopropanol, etanol (POCh, Polska)

e Quant-iT™ RNA Assay Kits (Invitrogen, USA)

e Zestaw do odwrotnej transkrypcji, w sktad ktorego wchodzg: 5xFirst Strand
Buffer, 0,1 M DTT, odwrotna transkryptaza SuperScriptTM Il Reverse
Transcriptase 200 U/ul, inhibitor rybonukleaz Rnase OUT 40 U/ul
(Invitrogen, USA)
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e Heksamery, oligo-dT, mieszanina deoksyrybonukleotydow dNTP 25mM
(Novazym, Polska)
— Odczynnik do przeprowadzenia amplifikacji cDNA: LightCycler® 480 Probes
Master (Roche Diagnostics, Niemcy)
Pozostate odczynniki zastosowane do oznaczen zostaty zakupione w firmie Sigma-

Aldrich Poland.

Aparatura:

Homogenizacj¢ tkanek przeprowadzono w homogenizatorze IKA Labortechnik
T25 basic.

Do otrzymania frakcji subkomérkowych uzyto wiréwek firmy Janetzki K24 i VAC 602.

Inkubacj¢ przeprowadzano w tazni wodnej firmy AJL LW 102D oraz
w termostatowanej wytrzasarce do mikroptytek DTS-4, Sky Line, Ryga Lotwa.

Pomiaru absorbancji dokonywano w spektrofotometrze SHIMADZU UV-160A
z przystawka termostatowg TCC-250A (temperatura pomiaru 37°C), kuwety o grubosci
lcm oraz w czytniku mikroptytek Bio-Tek Instruments, EIx-800, Highland Park,
Winooski, Vermont, USA, sterowanego komputerem PC, wyposazonym
w oprogramowanie KC Junior v 1.4.1.8.

Rozdziat elektroforetyczny przeprowadzano w aparacie SHU13 (Sigma-Aldrich).

Izolacje RNA 1 odwrotng transkrypcje przeprowadzano z wykorzystaniem
probowek 0,2 ml oraz 1,7 ml (Axygen, USA), fluorymetru Qubit™ Fluorometer
(Invitrogen, USA) i termobloku TS-100C (Biosan, Lotwa).

Do przeprowadzenia amplifikacji cDNA wykorzystano sondy Universal
ProbeLibrary Assay Design Center (Roche Diagnostics, Niemcy) oraz termocykler
LightCycler® Instrument 480 Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics, Niemcy) i ptytki
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics, Niemcy).

3.3. Zwierzeta doswiadczalne

Do badan uzyto 5 grup szczurow samcow szczepu Wistar (8 sztuk w grupie)
0 masie ciata 250g = 10%. Zwierzgta pochodzity z Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych
Katedry Toksykologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Podczas eksperymentu
zwierzeta przebywaly w pomieszczeniu o stalej temperaturze 22 + 2°C, wilgotnosci
wzglednej 65 £ 5% i 12-godzinnym cyklu o§wietlenia jasno/ciemno o sile 100-200

luxéw, w Klatkach z tworzywa sztucznego. Zwierzgta byty karmione pasza Labofeed H
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z nieograniczonym dostepem do wody. Na przeprowadzenie opisanego w pracy
doswiadczenia uzyskano zezwolenie Lokalnej Komisji Etycznej ds. Badan na

Zwierzegtach w Poznaniu nr 36/2007.

3.4. Uklad doswiadczenia

Zastosowano model kancerogenezy chemicznej polegajacy na jednorazowym
podaniu szczurom specyficznego kancerogenu watroby N-nitrozodietyloaminy (NDEA)
inicjujacej proces nowotworowy, ktory nastepnie ulega promocji na skutek
wielokrotnego podania fenobarbitalu.

Trzem grupom szczurdéw podano dootrzewnowo N-nitrozodietyloaming (NDEA)
w pojedynczej dawce 200 mg/kg masy ciata. Nastepnie dwie z tych grup otrzymywaty
dwa razy w tygodniu DMU-212 per os, w dawkach 20 i 50 mg/kg masy ciala przez 16
tygodni. W celu zwigkszenia biodostepnosci badanego zwiazku podawano go
zwierzetom w postaci zawiesiny w 40% roztworze 2-hydroksypropylo-p-
cyklodekstryny.

Od drugiego tygodnia do$wiadczenia w/w grupy otrzymywaty wode do picia
zawierajaca 0,05% fenobarbitalu (PB) w celu wywotania promocji procesu
nowotworowego. Sam zwigzek badany podawano per os jednej grupie szczurow dwa
razy w tygodniu w dawce 50 mg/kg m.c. Grupa kontrolna otrzymywata dwa razy
w tygodniu 40% roztwor 2-hydroksypropylo-B-cyklodekstryny (vehiculum) (tabela 3.1)
Po zakonczeniu eksperymentu zwierzeta usypiano mieszaning ksylazyny i ketaminy,
pobierano krew z serca, watrobe | nerki do oznaczen biochemicznych,

histopatologicznych oraz immunohistochemicznych.

Tabela 3.1. Schemat do$wiadczenia

Numer grupy Rodzaj ekspozycji
1. KONTROLA vehiculum
2. DMU-212 (50 mg/kg m.c.)
3. NDEA + fenobarbital
4. NDEA/fenobarbital + DMU-212 (20 mg/kg m.c.)
5. NDEA/fenobarbital + DMU-212 (50 mg/kg m.c.)
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Pobrang krew odwirowano w celu uzyskania osocza, w ktdorym nast¢pnie
oznaczano enzymy watrobowe. Watrobe i nerki przemyto 1,18% roztworem chlorku
potasu o temperaturze 4°C i odsaczono w celu usuniecia resztek krwi. Tkanki
podzielono na porcje (1g watroby i 0,5g nerek) i przechowywano w temp. - 80°C do
czasu wykonania oznaczen. W homogenacie tkanek oznaczono stezenie glutationu
zredukowanego, we frakcji cytozolowej - aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych, we
frakcji mikrosomalnej — poziom peroksydacji lipidow i aktywno$¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowe;j.

Fragmenty watroby przeznaczone do badan immunohistochemicznych
utrwalano w plynie Bouina przez 24 godziny, w temperaturze pokojowej a nastepnie

krojono na skrawki o grubo$ci Sum.

3.5. Metodyka badan

3.5.1. Przygotowanie frakcji subkomorkowych:

Do odwazonych fragmentow tkanek dodawano 50 mM bufor Tris-HCI
0 pH=7,55z 0,25 M roztworem sacharozy i homogenizowano.
Homogenat odwirowano w wiréwce z chlodzeniem (4°C) przez 20 min przy 10000
obrotow/minute. Otrzymany nadsacz zawierajacy frakcje cytozolowa przelano do
krioprobowek i zamrozono.
Osad przemyto 3ml 1,15% roztworu KCI, poddano homogenizacji i odwirowano przez
45 min przy 40000 obrotow/minute. Nadsgcz odrzucono, osad przemyto 2ml 0,1M
buforu fosforanowego z glicerolem o pH=7,4 i zhomogenizowano. Otrzymany
homogenat stanowit frakcje mikrosomalng, ktéra umieszczono w krioprobowkach

| zamrozono.
3.5.2. Oznaczanie st¢zenia glutationu zredukowanego (GSH)

Zasada oznaczenia:

Zastosowano metod¢ Ellmana, polegajaca na redukcji kwasu 5,5-ditiobis-(2-
nitrobenzoesowego) (DTNB) przez zwiazki tiolowe do barwnego kwasu 2-nitro-5-
merkaptobenzoesowego, ktorego absorbancje mierzy si¢ przy dlugosci fali A= 412 nm.
Oznaczenia wykonano w homogenacie watroby po uprzednim odbiatczeniu kwasem
sulfosalicylowym, poniewaz obecno$¢ w strukturze biatka grup tiolowych —SH

mogtaby wplyna¢ na reakcje z DTNB [256].
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Odczynniki:
— 0,1 M bufor potasowo-sodowo-fosforanowy KH,PO4/Na,PO,, pH=7,4
— 4% kwas sulfosalicylowy
— 0,1 mM kwas 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzoesowy) (DTNB)

— 2 mM roztwor glutationu zredukowanego (GSH) w 0,1 M buforze

Przebieg oznaczenia:

Przeprowadzono homogenizacje 1g tkanki watrobowej z 3ml buforu
fosforanowego oraz 0,59 tkanki nerki z 1,5 ml buforu fosforanowego w temperaturze
4°C. W celu usuniecia biatka, do 0,4ml homogenatu dodawano 0,8ml kwasu
sulfosalicylowego. Po wytraceniu biatka proby wymieszano, a nastepnie odwirowano
przez 10 min z predkoscig 10 000 obrotéw/minute. Do 0,2ml otrzymanego supernatantu
dodawano 1,8ml roztworu DTNB w celu uzyskania zabarwienia. Po 60 min mierzono
absorbancj¢ powstalego zwiazku kompleksowego przy dlugosci fali A=412 nm.
Sporzadzono réwnanie regresji krzywej kalibracji 1 na jej podstawie wyznaczono
stezenie glutationu wyrazone w jednostkach pmol GSH/g tkanki. Do krzywej kalibracji

wykorzystano 2 mM roztwor GSH w buforze.

3.5.3. Oznaczanie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych we frakcji
cytozolowej watroby i nerek

3.5.3.1. Oznaczanie aktywnos$ci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)

Zasada oznaczania:

Zasada metody opiera si¢ na reakcji utleniania adrenaliny do adrenochromu
w srodowisku zasadowym, a produktem posrednim jest anionorodnik ponadtlenkowy.
Szybkos¢ hamowania reakcji utleniania adrenaliny jest wyznacznikiem aktywnosci
SOD, ktoéra rozktada anionorodnik w srodowisku reakcji. Pomiaru zmian absorbancji

dokonuje si¢ przy dtugosci fali A=320 nm [257].

Odczynniki:

— 50 mM bufor weglanowy, pH=10,2 zawierajacy 0,1 mM EDTA

— 10 mM roztwor chlorowodorku adrenaliny w 20 mM roztworze HCl

— 100 U/ml rozwor dysmutazy ponadtlenkowej w buforze — do wykonania
krzywej kalibracji
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Przebieg oznaczania:
Przed wykonaniem oznaczenia roztwory buforu weglanowego 1 chlorowodorku
adrenaliny umieszczono w tazni wodnej w temperaturze 37°C. Do kuwet kwarcowych
odmierzano 10ul frakcji cytozolowej watroby lub nerek rozcienczonej solg
fizjologiczng w stosunku 1:10, nastgpnie 80ul roztworu chlorowodorku adrenaliny
I uzupelniono buforem weglanowym do objetosci 3ml. Sktadnikiem, ktory
zapoczatkowat reakcje byl roztwor chlorowodorku adrenaliny. Szybko$¢ zmian
absorbancji przy dlugosci fali A=320 nm jest miarg hamowania reakcji utleniania
adrenaliny. Pomiary rozpoczgto w 180 sekundzie przebiegu reakcji i kontynuowano
przez okres 60 sekund. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej wyznaczono w oparciu
o réwnanie krzywej wzorcowej i wyrazono w jednostkach U x mg™ biatka. Krzywa

kalibracji uzyskano wykorzystujac handlowy preparat dysmutazy ponadtlenkowe;.
3.5.3.2. Oznaczanie aktywnosci katalazy (CAT)

Zasada oznaczania:
Oparta jest na pomiarze szybkosci rozktadu nadtlenku wodoru (H,O,) przez
enzym. Do oznaczenia aktywnos$ci wykorzystuje si¢ spadek absorbancji H,O, mierzony

przy dhugosci fali A=240 nm [247].

Odczynniki:
— 50 mM bufor potasowo-fosforanowy K,HPO,/KH,PO,4, pH=7,0
— 54 mM roztwér nadtlenku wodoru (H,O,) w 50 mM buforze, pH=7,0

sporzadzony bezposrednio przed uzyciem

Przebieg oznaczania:

Do oznaczeh uzywano kuwet kwarcowych o grubosci lcm, a odczynniki byly
termostatowane w tazni wodnej w temp. 37°C.

Probki cytozolu watroby lub nerek rozcienczano roztworem soli fizjologicznej
w stosunku 1:10. Do kuwety wprowadzono 10ul frakcji cytozolowej, a nastepnie 3ml
roztworu H,O, w buforze fosforanowym i umieszczano w tazni wodnej w temp. 37°C.
Po wymieszaniu dokonano pomiaru absorbancji przy dlugosci fali A=240 nm po
uptywie 60 sekund. Za jednostke aktywnosci przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu

60 sekund rozktada 1umol nadtlenku wodoru, czyli powoduje spadek absorbancji H,O»
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0 0,0145 jednostki w czasie 60 sekund w objetosci 3ml, w kuwecie o grubosci lcm.

Aktywnos¢ enzymu wyrazona zostata w jednostkach U x mg™ biatka.
3.5.3.3. Oznaczanie aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPy)

Zasada oznaczania:

Stosowano metod¢ posrednia, w ktorej wykorzystuje si¢ katalizowang przez
enzym reakcj¢ pomigdzy glutationem a H;O,. Powstaty disulfid glutationu jest
redukowany przez reduktaze glutationowa (GR) kosztem utlenienia NADPH. Spadek
absorbancji NADPH mierzy si¢ przy dtugosci fali A=340 nm [252].

Odczynniki:

— 50 mM bufor potasowo-fosforanowy K,;HPO4/KH,PO,, pH=7,0 zawierajacy
1 mM EDTA

— 1 mM roztwor azydku sodu (NaN3) w 50mM buforze fosforanowym, pH=7,0

— 1 U/ml roztwor reduktazy glutationowej (GR) w wodzie destylowane;j

— 0,2 mM roztwor NADPH w 1% roztworze wodoroweglanu sodu (NaHCO3)

— 1 mM roztwor glutationu (GSH) w 50mM buforze fosforanowym, pH=7,0

— 1,5 mM roztwér nadtlenku kumenu (CHPO) w buforze fosforanowym, pH=7,0

Przebieg oznaczenia:

Do oznaczenia uzywano kuwety spektrofotometrycznej wykonanej z optycznego
polistyrenu (PS), a odczynniki termostatowano w lazni wodnej w temp. 37°C. Do
kuwety dodano odczynniki w nastepujacej kolejnosci: 500ul buforu fosforanowego,
nastgpnie po 100ul roztworu NaNs,roztworu GR, roztworu NADPH, roztworu GSH
oraz 10ul frakcji cytozolowej watroby (rozcieficzonej roztworem soli fizjologicznej
w stosunku 1:10) lub Sul frakcji cytozolowej nerek (nierozcienczonej), a na koniec
100ul roztworu CHPO, ktory rozpoczynat reakcje. Dokonano pomiaru spadku
absorbancji w ciggu 60 sekund, przy dlugosci fali A=340 nm. Aktywnos$¢ enzymu
zostala wyrazona w jednostkach aktywnos$ci enzymu U w przeliczeniu na 1mg biatka
[U x mg'1 biatka]. Jako jednostke aktywnosci przyjmuje si¢ taka ilos¢ enzymu, ktora
w ciggu 1 minuty utlenia lpmol GSH (0,5 pmol NADPH). Przyjeto milimolowy
wspolczynnik absorpcji dla NADPH przy A=340 nm rowny £=6,22 mmol™ x 1 x cm™.
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3.5.3.4. Oznaczanie aktywnosci reduktazy glutationowej (GR)

Zasada oznaczenia:

Reduktaza glutationowa jest Katalizatorem reakcji redukcji utlenionego
glutationu (GSSG) w obecnosci NADPH, ktéry ulega utlenieniu i1 przemianie
w NADP*. Wielko$cia mierzona jest spadek absorpcji $wiatta o dtugosci fali A=340 nm
[252].

Odczynniki:
— 0,1 M bufor potasowo-fosforanowy K,;HPO4/KH,PO,4, pH=7,6
— 0,1 mM roztwor NADPH w 0,1 M buforze fosforanowym
— 0,5 mM roztwér EDTA w 0,1 M buforze fosforanowym

— 1 mM roztwor glutationu utlenionego (GSSG) w 0,1 M buforze fosforanowym

Przebieg oznaczenia:

Do oznaczenia uzywano kuwety spektrofotometrycznej o grubosci lcm
wykonanej z optycznego polistyrenu (PS), odczynniki termostatowano w azni wodnej
w temp. 37°C. Do kuwety dodawano nastepujace objetosci odczynnikéw w okreslone;j
kolejnosci:

Watroba (cytozol rozcienczony roztworem soli fizjologicznej 1:10)

— Dla grupy kontrolnej: 755ul buforu fosforanowego, 30ul roztworu NADPH,
100ul roztworu EDTA, 100ul roztworu GSSG, 15ul frakcji cytoplazmatyczne;j.
ktora inicjowata reakcje.

— Pozostate proby sporzadzono przez zmieszanie 850ul buforu fosforanowego,
20ul roztworu NADPH, 50ul roztworu EDTA, 50ul roztworu GSSG, oraz 25ul
frakcji cytoplazmatycznej, ktora inicjowala reakcje.

Nerki

— 730ul buforu fosforanowego, 40ul roztworu NADPH, 100ul roztworu EDTA,
100pul roztworu GSSG, 25ul nierozcienczonej frakcji cytozolowej, ktoéra
inicjowala reakcje.

Dokonano pomiaru spadku absorbancji w ciggu 60 sekund, przy dlugosci fali
A=340 nm.

Aktywno$¢ enzymu zostata wyrazona w jednostkach aktywnosci U w przeliczeniu

na Img biatka [U x mg'1 biatka]. Jako jednostke aktywno$ci przyjmuje si¢ taka ilos¢

58



enzymu, ktora w ciggu | minuty utlenia lpumol NADPH. Przyjeto milimolowy
wspotczynnik absorpcji dla NADPH przy A=340 nm rowny £=6,22 mmol™ x 1 x cm™.

3.5.3.5. Oznaczanie aktywnosci S-transferazy glutationowej (GST)

Zasada oznaczania:
S-transferaza glutationowa katalizuje reakcje pomigdzy glutationem a 1-chloro-
2,4-dinitrobenzenem, w wyniku ktorej powstaje barwny koniugat. Szybko$é

powstawania koniugatu mierzy si¢ spektrofotometrycznie [252].

Odczynniki:

— 0,1 M bufor sodowo-fosforanowy Na,HPO,/NaH,PO,4, pH=6,5

— 20 mM roztwor glutationu (GSH) w 0,1 M buforze fosforanowym

— 20 mM roztwor 1-chloro-2,4-dinitrobenzenu (CDNB) w 95% alkoholu
etylowym

Przebieg oznaczenia:

Do oznaczenia uzywano kuwety spektrofotometrycznej o grubosci lcm
wykonanej z optycznego polistyrenu (PS), a odczynniki termostatowano w fazni wodnej
w temp. 37°C. Do kuwety dodano 898ul buforu fosforanowego, nastepnie 50l
roztworu GSH oraz 15 ul frakcji cytozolowej watroby (rozcienczonej roztworem soli
fizjologicznej w stosunku 1:10) lub Sul frakcji cytozolowej nerek (nierozcienczonej),
ana koniec 50ul roztworu CHPO, ktéry rozpoczynat reakcje. Dokonano pomiaru
spektrofotometrycznego w ciggu 60 sekund, przy dtugosci fali A=340 nm.

Za jednostke aktywnosci przyjeto taka ilo$¢ enzymu, ktéra w ciggu 1 minuty
katalizuje formowanie si¢ 1 umol barwnego koniugatu (2,4-dinitrofenylo-S-glutationu).
Przyjeto milimolowy wspolczynnik absorpcji dla powstajacego koniugatu przy A=340

nm réwny £=9,6 mmol™® x 1 x cm™.

3.5.3.6. Oznaczanie aktywnosci oksydoreduktazy NADP(H):chinon
(NQO1)

Zasada oznaczania:
Oznaczenie  aktywno$ci enzymu polegalo na  pomiarze redukcji

2,6-dichloroindolofenolu w obecnosci NADPH przy dhugosci fali A=600nm [248].
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Odczynniki:
— 50 mM bufor Tris-HCI, pH=7,4
— 0,07% roztwor albuminy krystalicznej z surowicy bydlgcej w 50 mM buforze
— 0,01% roztwor Tween 20 (Polisorbat 20) w 50 mM buforze
— 0,005 mM dinukleotyd flawinowy (FAD)
— 2 mM roztwér NADPH
— 0,01 mM roztwor dikumarolu

— 0,04 mM roztwor 2,6-dichloroindofenolu (DCIP)

Przebieg oznaczania:

Do oznaczenia uzywano kuwety spektrofotometrycznej o grubosci 1cm wykonanej
Z optycznego polistyrenu (PS), a odczynniki termostatowano w fazni wodnej w temp. 37°C.

» frakcja cytozolowa watroby

Do kuwety dodano nastepujgce odczynniki: 100ul roztworu albuminy, 15ul
roztworu Tween 20, 1010 pl buforu Tris-HCI, 100ul roztworu FAD, 100ul roztworu
NADPH, 100ul roztworu dikumarolu (do proby Slepej zamiast dikumarolu dodano
100ul buforu Tris-HCI) oraz frakcj¢ cytozolowa w objetosci odpowiadajacej 0,2 —
0,4mg biatka, a na koniec 140ul roztworu DCIP, ktéry jako akceptor elektronow
inicjowal reakcje.

» frakcja cytozolowa nerek

Do kuwety dodano nastepujace odczynniki: 200ul roztworu albuminy, nastgpnie
30ul roztworu Tween 20, 2050 pl buforu Tris-HCI, 200ul roztworu FAD, 200ul
roztworu NADPH, 200ul roztworu dikumarolu (do proby $lepej zamiast dikumarolu
dodano 200pu1 buforu Tris-HCI) oraz frakcj¢ cytozolowa w objetosci odpowiadajacej 0,2
— 0,4mg biatka, a na koniec 100pul roztworu DCIP, ktéry jako akceptor elektronow
inicjowat reakcje.

Dokonano pomiaru spektrofotometrycznego w ciggu 60 sekund od momentu
rozpoczecia reakcji przy dtugosci fali A=600 nm w temp. 37°C. Miarg aktywnos$ci byta
ta cze$¢ enzymu, ktora byta hamowana przez dikumarol. Aktywno$¢ enzymu wyrazono

w molach powstalego zredukowanego 2,6-dichloroindolofenolu x min™ x mg™ biatka.
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3.5.3.7. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej
(G6PD)

Zasada oznaczania:
Aktywnos¢ enzymu oznaczono na podstawie pomiaru przyrostu stezenia

NADPH przy dtugosci fali A=340 nm [254].

Odczynniki:
— 0,1 M bufor trietanoloaminy TEA-HCI, pH=7,6
— 0,1 M roztwor chlorku magnezu (MgCly)
— 0,03 M roztwor glukozo-6-fosforanu
— 13 mM NADP

Przebieg oznaczania:

Do kuwety z optycznego polistyrenu dodawano: 2,5ml buforu TEA-HCI
(oznaczanie w watrobie) lub 2,35 ml buforu TEA-HCI (oznaczanie w nerkach), 200ul
roztworu MgCl,, 100ul roztworu glukozo-6-fosforanu oraz 100ul roztworu NADP.
Zawarto$¢ kuwety mieszano i inkubowano przez 5 minut w temp. 37°C. Reakcje
inicjowato dodanie zawiesiny mikrosomow w ilosci 50ul (watroba) lub 250ul (nerki).

Absorbancje mierzono przez 3 minuty przy dtugosci fali A=340 nm.

3.5.4. Oznaczanie markeréw uszkodzen oksydacyjnych

3.5.4.1. Oznaczanie poziomu peroksydacji lipidow (LPO)

Zasada oznaczania:

Poziom peroksydacji lipidow oceniano na podstawie stezenia aldehydu
dimalonowego (MDA), produktu rozktadu hydroperoksykwasow tluszczowych.
W metodzie tej wykorzystuje si¢ reakcjec MDA z kwasem tiobarbiturowym (TBA),
w wyniku ktorej powstaje barwny addukt oznaczany spektrofotometrycznie przy
dhugosci fali A =532 nm [255] (ryc. 3.1).

H
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Ryc. 3.1. Reakcja dialdehydu malonowego z kwasem tiobarbiturowym [23]
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Odczynniki:
— 150 mM bufor Tris-HCI pH=7,4
— 0,01 mM roztwor siarczanu(VI) zelaza(IT) (FeSO,)
— 0,05 mM roztwor kwasu L(+)askorbinowego
— Odczynnik TCA-HCI-TBA-BHT (HTBT) — przygotowany ex tempore
Odczynnik HTBT  sporzadzono poprzez zmieszanie 16,8g kwasu
trichlorooctowego (TCA), 100ml 0,125 M kwasu solnego (HCI), 0,416g kwasu
tiobarbiturowego (TBA) oraz etanolowego roztworu butylohydroksytoluenu (BHT)
otrzymanego przez rozpuszczenie 0,015 BHT w 10 ml 96% alkoholu etylowego.

Cato$¢ na 10 min umieszczono w ultraptuczce.

Przebieg oznaczenia:

Etap | - Stymulacja

1. Peroksydacja endogenna — nieindukowana
Proba sktadata si¢ z frakcji mikrosomalnej zawierajacej 1,5mg biatka oraz takiej
ilosci buforu Tris-HCI, aby koncowa objetos¢ proby wynosita 1500 pl. Nastepnie
przeprowadzono 60 min inkubacje w temperaturze 37°C.
2. Peroksydacja stymulowana nieenzymatycznie przy pomocy ukladu
Fe”*/askorbinian
Proba sktadata si¢ z odpowiedniej objetosci buforu Tris-HCI,  frakcji
mikrosomalnej zawierajacej 1mg biatka, 15 pl 0,05 mM roztworu kwasu
L(+)askorbinowego i poddana zostata preinkubacji przez 2 minuty w temperaturze
37°C. Nastgpnie dodano 15 pl 0,01 mM roztworu FeSO,, ktory zainicjowat reakcje
peroksydacji i probe inkubowano przez 60 min w temperaturze 37°C.

Etap Il - oznaczanie produktéw peroksydacji

Po przeprowadzonej inkubacji do kazdej préby dodano po 2ml mieszaniny
HTBT. Proby ogrzewano 15min w tazni wodnej w temp. 90°C. Mieszaning ozigbiono,
a powstaly osad odwirowano przez 10 min przy predkosci 5000 obrotdw/minute
I zmierzono absorbancj¢ klarownego nadsaczu przy dtugosci fali A= 532 nm.

Zawartos¢ MDA zostala obliczona ~w oparciu o molowy wspotczynnik
absorbancji dla A= 532 nm, réwny e= 1,56 x 10> mmol™ x 1 x cm™. Poniewaz
z kwasem tiobarbiturowym reaguja oprocz MDA rowniez inne produkty peroksydacji
lipidow (TBARS; ang. thiobarbituric acid reactive substances), przyj¢to wyrazanie
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poziomu peroksydacji lipidow w jednostkach TBARS [nmol TBARS x minx mg™
biatka].

3.5.4.2. Oznaczanie ste¢zenia grup karbonylowych w watrobie

Zasada oznaczenia:
Oznaczenia wykonano metodg immunoenzymatyczng stosujac komercyjny

zestaw odczynnikow [249].

Odczynniki:

— Biocell PC Test — Protein Karbonyl Enzyme-Assay Kit - test
immunoenzymatyczny-ELISA (ang. Enzyme-linked immunosorbent assay)
firmy BIOCELL CORPORATION LTD.

Przebieg oznaczenia

Fragmenty watroby (0,59) homogenizowano w 2,5 ml 50 mM buforu
sodowo-fosforanowego (NaH,PO,/Na,POy4) 0 pH=6,7 w temp. 4°C.

Oznaczenie zostalo wykonane zgodnie z procedura opisang przez producenta.
Wykonanie testu rozpoczyna si¢ od izolacji oksydacyjnie zmodyfikowanych biatek
obecnych w homogenacie przy uzyciu dinitrofenylohydrazyny (DNP). Powstaty
kompleks po naniesieniu na ptytke ELISA zostaje zaadsorbowany na $ciankach
studzienek. Nastepnie substancje niebiatkowe oraz niezwigzana DNP ulegaja
wymywaniu ze studzienek, a do zaadsorbowanych bialek dodaje si¢ przeciwciato anty-
DNP, a w kolejnym etapie peroksydaze chrzanowa zwigzang ze streptawidyna.
Nastepnie dodawany jest odczynnik tworzacy barwny produkt i na koniec odczynnik
hamujacy reakcje;i. Zmian¢ barwy mierzono spektrofotometrycznie przy dtugosci fali
A=450 nm. Stezenie grup karbonylowych biatek obliczono przy pomocy réwnania

regresji krzywej kalibracji 1 wyrazono w jednostkach nmol/mg biatka.

3.5.4.3. Badanie uszkodzen DNA metoda elektroforezy kometowej
(Commet Assay, SCGE)

Zasada oznaczania:
Metoda Commet Assay (ang. single cell gel electrophoresis) stuzy do pomiaru

poziomu jednoniciowych 1 dwuniciowych peknig¢ DNA oraz umozliwia posrednig

' Sktad odczynnikéw nie zostal podany przez producenta.
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ocen¢ potencjalu naprawczego komorki. Polega na elektroforetycznym rozdziale
jadrowego DNA, co umozliwia monitorowanie fragmentacji DNA. Komorki umieszcza
si¢ na szkietku mikroskopowym w roztworze agarozy i przeprowadza si¢ liz¢ alkaliczng
powodujacag uwolnienie DNA =z jadra komorkowego. Kolejnym etapem jest
przeprowadzenie elektroforezy w $rodowisku alkalicznym, w trakcie ktorej DNA
migruje w kierunku anody. Predko$§¢ migracji uwarunkowana jest stopniem jego
fragmentacji. Po zakonczonym rozdziale preparat z DNA poddawany jest neutralizacji,
a nast¢pnie barwieniu fluorescencyjnemu. Ostatnim etapem jest analiza mikroskopowa
z wykorzystaniem mikroskopu fluorescencyjnego sprz¢zonego z cyfrowym aparatem
fotograficznym i1 komputerem. Obraz mikroskopowy wygladem przypomina komete,
ktorej ,.glowe” stanowi nieuszkodzony DNA unieruchomiony przed liza, natomiast
W $wiecagcym ,,0gonie” zawarte s3 przerwane nici DNA uwolnione ze struktur

jadrowych wskutek dziatania pola elektromagnetycznego [246].

Odczynniki:
— Buforowany roztwor sacharozy, pH 7,55 o sktadzie:

250 mmol/l sacharoza
50 mmol/l Tris

25 mmol/l KClI,

100 mmol/l MgClI2,

— 1% roztwor wodny agarozy przyczepnej 0 normalnej temperaturze topnienia
(NMP)

— 1% roztwor agarozy o niskiej temperaturze topnienia (LMP) w buforowanym
roztworze soli fizjologicznej (PBS)
— Bufor do lizy pH=8,0 chtodzony przed uzyciem o sktadzie:
e 100mM NazEDTA (32,7 g/l)
e 2,5M NaCl (146,1 g/l)
e 10mM Tris-HCI (1,211 g/l)
Bezposrednio przed uzyciem zmieszano 89ml buforu z:
e 10ml 10% sulfotlenku dimetylu (DMSO)
e 1ml 1% Triton X-100
— Bufor rozwijajaco-elektroforetyczny (alkaliczny) pH>13,0 o sktadzie:
e 300mM NaOH (12 g/l)
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e 1mM Na;EDTA (0,322 g/l)

— Bufor do neutralizacji o pH=7,5 o skladzie:
e 0,4M Tris-HCI (48,44 g/l)

— 0,05 mg/ml roztwor bromku etydyny

Przebieg oznaczania:

Skrawki watroby homogenizowano w buforowanym roztworze sacharozy, pH
7,55 w proporcji 1 g tkanki na 2 ml buforu. Oznaczenia wykonano wedlug
przedstawionego nizej opisu.

1. Przygotowanie szkielek mikroskopowych:

Szkietka mikroskopowe podstawowe pokryto 1% agaroza i wysuszono. Na
suche szkielka nalozono warstwg 1% agarozy NMP 1 przykryto szkietkiem
nakrywkowym. Po zestaleniu agarozy (ok. 10 min w +4°C) zdjeto szkietka nakrywkowe
1 natlozono warstwe zawierajagca homogenat zmieszany z agaroza o niskiej temp.
topnienia, ponownie zakryto szkietkiem nakrywkowym. Po zestaleniu warstwy
agarozowej szkietka nakrywkowe usunigto.

2. Liza komorek:

Szkietka podstawowe zanurzono na 1 godzing w $wiezo przygotowanym,
wychtodzonym buforze lizujacym, co spowodowato rozpad komorek.
3. Rozwijanie nadskrgconego DNA 1 elektroforeza:

Po przeprowadzonej lizie szkielko umieszczono na 40 min. w aparacie do
elektroforezy od strony anody, napelionym $§wiezym, wychlodzonym buforem
rozwijajaco-elektroforetycznym, w celu rozwinigcia nadskreconego (ang. supercoiled)
DNA. Elektroforeze prowadzono w temperaturze 4°C przez 20 minut przy 300 mA.

4. Neutralizacja:

Po zakonczeniu elektroforezy szkietka umieszczono na 5 min. w wychtodzonym
buforze do neutralizacji, przemywanie powtarzano 3x, uzywajac $wiezych porcji
buforu, w celu wusunigcia pozostatosci detergentow 1 zasadowego buforu
elektroforetycznego.

5. Barwienie DNA:

Preparaty wybarwiono wodnym roztworem bromku etydyny (o st¢zeniu

5 mg/ml, ktory przed uzyciem zostat rozcienczony 100-krotnie woda destylowang)

i oceniono pod mikroskopem fluorescencyjnym.
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6. Analiza i obliczanie wynikow:

Dla kazdej préby oceniono 100 kolejnych ,.komet”, przyporzadkowujac do
jednej z 5 klas, w zaleznosci od stopnia uszkodzenia DNA (ryc. 3.2).

Wynik badania stanowi sume arbitralnych punktow uzyskanych z przemnozenia

numeru klasy przez liczbg ,.komet” w danej klasie.

Ryc. 3.2. Typowe przyktady komet z danej klasy 1 odpowiadajace im zakresy
uszkodzen DNA [174]

3.5.5. Okreslanie ekspresji genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne
W watrobie

3.5.5.1. lzolacja RNA i odwrotna transkrypcja

Zasada izolacji RNA:
Catkowity RNA izolowano wedlug zmodyfikowanej metody Chomczynskiego
I Sacchi. Izolacja opiera si¢ na ekstrakcji mieszaning zawierajgcg fenol, izotiocyjanian

guanidyny i chloroform. Stgzenie RNA oznacza si¢ fluorymetrycznie [250].

Odczynniki:
— TRItidy G (Applichem, Niemcy),
— chloroform, izopropanol, etanol (POCh, Polska),
—  Quant-iT™ RNA Assay Kits (Invitrogen, USA),
— Zestaw do odwrotnej transkrypcji (Invitrogen, USA), w sktad ktorego wchodza:
e 5-krotnie stezony bufor First Strand Buffer,
e 0,1 M ditiotreitol (DTT),
e odwrotna transkryptaza SuperScriptTM Il Reverse Transcriptase 200 U/pl,
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¢ inhibitor rybonukleaz Rnase OUT 40 U/ul
— heksamery, oligo-dT, mieszanina deoksyrybonukleotydow dNTP 25mM
(Novazym, Polska).

Sprzet:
— probowki 0,2 ml oraz 1,7 ml (Axygen, USA),
—  Qubit™ Fluorometer (Invitrogen, USA),
— termoblok TS-100C (Biosan, Lotwa).

Przebieg izolacji RNA:

Skrawki watroby homogenizowano w 1ml TRI reagent i dodano 1ml odczynnika
lizujacego TRItidy G zawierajacego fenol i izotiocyjanian guanidyny. Nastepnie do
prob dodano 200ul chloroformu, energicznie wytrzasano i inkubowano 5 minut na
lodzie, po czym wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut z predkoscig 15000xg.
W wyniku wirowania proby rozdzielaty si¢ na trzy warstwy: (1) faz¢ wodna
(zawierajaca RNA), (2) fazg posrednig (interfaze, zawierajaca DNA) oraz (3) faze
fenolowo-chloroformowsa (zawierajaca biatka i struktury subkomorkowe). W kolejnym
etapie izolacji pobierano 500 pl fazy wodnej i przenoszono do nowych proboéwek. RNA
wytracano przez dodanie izopropanolu w stosunku objetosciowym 1:1. Proby mieszano
I umieszczano w temperaturze -80°C. Po uptywie 24 godz. wytrgcony RNA wirowano
w temperaturze 4°C przez 15 minut z predkoscig 15000xg. Nastepnie usuwano
supernatant, a powstalty osad RNA przemywano dwukrotnie schtodzonym 75%
etanolem, po czym wirowano w temperaturze 4°C przez 15 minut z predkoscia
15000xg. Po usunigciu alkoholu etylowego osad RNA osuszono i rozpuszczono w 20 pl
wody dejonizowanej, wolnej od RNaz. Przygotowany w ten sposéb RNA
wykorzystywano jako matryce do syntezy cDNA w reakcji odwrotnej transkrypcji, do
ktorej uzyto 1 pg catkowitego RNA. Stgzenie RNA oznaczano fluorymetrycznie
z wykorzystaniem zestawu Quant-iTtv RNA Assay Kits.

Przebieg odwrotnej transkrypcji:

Catla procedure wykonywano w komorze laminarnej na lodzie. Do 1 pg RNA
dodawano 4 pl 2,5 mM dNTP, 0,5ul oligo(dT) oraz 0,5ul losowych heksamerow. Proby
mieszano, wirowano i inkubowano w termobloku TS-100C w temperaturze 65°C przez

5 minut w celu denaturacji RNA. Nastepnie proby wirowano, umieszczano na lodzie na

67



ok. 2 minuty i dodawano nastgpujace odczynniki: 4 ul pieciokrotnie stezonego buforu
First Strand Buffer, 2 ul 0,1 M DTT, 0,5 pl odwrotnej transkryptazy SuperScriptTM 11
Reverse Transcriptase 200 U/ul oraz 0,25 ul inhibitora rybonukleaz RNase OUT 40
U/ul. Proby wytrzasano, a nastepnie krotko wirowano i umieszczano w termobloku.
Syntez¢ cDNA przeprowadzano w czasie 50 minut w temperaturze 37°C.
W celu zatrzymania reakcji proby inkubowano przez 15 min. w temp. 65°C. Uzyskany

cDNA stuzyt jako matryca do reakcji tancuchowej polimerazy RT-qPCR.

3.5.5.2. Amplifikacja cDNA za pomoca metody RT-gPCR (ang. Real-time
guantitative PCR)

Zasada oznaczenia:

RT-gPCR jest metoda stosowang wowczas, gdy materialem wyjsciowym jest
RNA. Pierwszym etapem jest synteza cDNA komplementarnego do matrycy mRNA
przy zastosowaniu odwrotnej transkryptazy. Metoda ta pozwala na stale monitorowanie
ilosci amplifikowanego DNA na podstawie pomiaru sond lub barwnikéw
wprowadzonych do reakcji, ktore w wyniku polaczenia si¢ z powielanym DNA, emituja
fluorescencje¢ proporcjonalnie do ilo$ci powstajacego w czasie trwania reakcji produktu
PCR [251]. Pomiaru mozna dokona¢ w sposob wzgledny w stosunku do genu o stalej
ekspresji, tzw. genu referencyjnego (ang. housekeeping gene, HKG), ktorym moze by¢
dowolny gen charakteryzujacy si¢ jednolita ekspresja ~w roznych stadiach zycia
komorki [258].

Odczynniki:

— LightCycler® 480 Probes Master (Roche Diagnostics, Niemcy) zawierajacy:

e Bufor reakcyjny

e 6,4 mM MgCl,

e Mieszaning deoksyrybonukleotydéw dNTP

e Polimeraz¢ DNA Fast Start Taq

Startery
Przygotowano w  Pracowni  Sekwencjonowania DNA i  Syntezy
Oligonukleotydow IBB PAN, Warszawa. W tabeli zestawiono sekwencje starterow

wykorzystanych w niniejszych badaniach.
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Tabela 3.2. Startery i sondy wykorzystane w reakcji RT-gPCR

Sondy

— Universal ProbeLibrary Assay Design Center (Roche Diagnostics, Niemcy)

(tabela 3.2)
Sprzet

— LightCycler® Instrument 480 Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics, Niemcy),

— plytki LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche Diagnostics, Niemcy).

Sekwencja Sekwencja Numer Numer
cen (kierunek 5°2>3) (kierunek 3°2>5) sondy katalogowy

(Roche) sondy
Sod2  gcattttctggacaaacctga ctccagcaactctcctttgg #22  catno. 04686969001
Cat cacctgaaggaccctgacat tgatggagagactctggacaaa #5  catno. 04692128001
Gpxl cgacatcgaacccgatataga atgccttaggggttgctagg #56  catno. 04688538001
Gsr  gctttgattcactcatcagttcc  tgagaacttcttaactgtgagaacct #17  catno. 04686900001
Ngol  agcgcttgacactacgatcc caatcagggctcttctcacc #50  catno. 04688112001
G6pd  tgtagctggccagtatgatga gcattcatgtggctgttgag #75  catno. 04683983001
Akl gtgctgaggagatggaggtg aactcgttcatggtcacacg #117  catno. 04693515001
Gapd  ctctgetectectgttcgac acgaccaaatccgttgactc #0 o, 04688589001

Przebieg oznaczenia:

Zmieniony poziom ekspresji wytypowanych gendéw zostal potwierdzony

technika RT-qPCR za pomoca aparatu LightCycler 480 oraz oprogramowania

Lig

htCycler Software 1.5.

Do reakcji uzyto polimerazg typu hot-start, niewykazujaca aktywnos$ci ponizej

temperatury 75°C. Zastosowanie uktadu hot-start zapobiega powstawaniu nieswoistych
produktow w trakcie przygotowywania mieszaniny reakcyjnej. Przeprowadzono pre-
inkubacje enzymu w temperaturze 95°C przez 10 minut w celu oderwania grup
blokujacych jego aktywnos¢, grupy te sg nietrwate w wysokiej temperaturze.

Zmiany ilosci przyrastajacego produktu monitorowano poprzez pomiar sygnatu
fluorescencji emitowanej przez sondy zastosowane w reakcji. Emisja fluorescencji jest

wprost proporcjonalna do iloSci powstajacego produktu. Pomiar fluorescencji
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umozliwia monitorowanie przebiegu reakcji RT-gPCR, w ktorej wyroznia
si¢ nastepujace fazy:

Faza | - Nie obserwuje si¢ przyrostu ilosci produktu, reakcja zachodzi na
poziomie tla.

Faza Il - (faza logarytmicznego wzrostu) - obserwuje si¢ bardzo szybki przyrost
fluorescencji, ktora zachodzi powyzej tla. Moment, w ktéorym reakcja amplifikacji
wchodzi w t¢ faze (Cp, ang. crossing point) zalezy wytacznie od poczatkowej ilosci
matrycy.

Faza Ill - (faza plateau) - nast¢puje wysycenie reakcji, zahamowanie przyrostu
ilo$ci produktu w wyniku wyczerpania si¢ substratow reakcji amplifikacji.

Reakcje ~ RT-gPCR  przeprowadzano na  ptytkach  96-dotkowych
z wykorzystaniem zestawu LightCycler480 Probes Master.

Sktad mieszaniny reakcyjnej (10ul):

» 5Sul LightCycler480 Probes Master,
— 1l starteréw (tabela 3.2)
— 1ul sondy (tabela 3.2)
» 1ul cDNA,
» 2ul wody.
Program amplifikacji:
> denaturacja wstepna — 95° C, 10 min. (aktywacja polimerazy),
» oznaczenie ilo§ciowe ekspresji genéw — 50 cykli:

e denaturacja — 95° C, 10s (rozdzielenie nici DNA),

e przylaczanie staretrow — 60° C, 30s,

e wydtuzanie starterow (synteza nici komplementarnej) — 72° C, 2s,

» chtodzenie aparatu 40°C, 30s.

Do oceny ekspresji gendéw postuzono si¢ wzgledng metoda ilosciowa (ang.
relative quantification) umozliwiajaca ustalenie wzglgdnej réznicy migdzy badanymi
probami (krotno$ci wzrostu, zmiany ilosci specyficznego cDNA po zastosowaniu
DMU-212). Wyniki oznaczen ilo$ciowych badanych cDNA normalizowano wzglgdem
standardow wewnetrznych, czyli cDNA genow konstytutywnych, ktorych ekspresja jest
wzglednie stala 1 nie podlega regulacji pod wptywem badanych substancji. Jako
standard wewngetrzny zastosowano cDNA genéw kodujacych dehydrogenaze aldehydu
3-fosfoglicerynowego (GAPDH, ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) oraz
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beta-aktyne (ACTB, ang. beta actin). Otrzymany wynik wskazuje czy ekspresja

badanego genu zmienia si¢ w stosunku do ekspresji genu referencyjnego.

3.5.6. Parametry chemii klinicznej

3.5.6.1. Oznaczanie aktywnos$ci aminotransferaz - ALT i AST

Aminotransferazy sa katalizatorami odwracalnych reakcji, w wyniku ktérych
nastepuje przeniesienie grupy aminowej z aminokwasu na ketokwas. Produktami tej
rekcji s3 nowy ketokwas 1 nowy aminokwas. Aktywnos$¢ obu enzymow oznaczano za

pomocy testu firmy POINTE SCIENTIFIC.

Zasada oznaczenia aminotransferazy alaninowej (ALT)
Oparta jest na nastepujacych reakcjach enzymatycznych:

ALT
1. L-alanina + a-ketoglutaran _— pirogronian + L-glutaminian

LDH
2. pirogronian + NADH+H" ——» L-mleczan + NADH" + H,0

W pierwszej reakcji katalizowanej przez aminotransferaze alaninowa (ALT)
nastepuje przeniesienie grupy aminowej z L-alaniny na a-ketoglutaran, w wyniku czego
powstaje pirogronian, ktory w nastepnej rekcji przy udziale dehydrogenazy
mleczanowej (LDH) ulega redukcji do mleczanu. Reakcji towarzyszy utlenienie
NADH do NAD. Réwnoczesnie nastgpuje spadek absorbancji przy dtugosci fali 340
nm, ktory jest proporcjonalny do zmian aktywnos$ci ALT.

Zasada oznaczania aminotransferazy asparaginowej (AST)

AST
1. L-asparaginian + a-ketoglutaran ——p szczawiooctan + L-glutaminian

MDH
2. Szczawiooctan + NADH® + H* — L-jablczan + NAD" + H,0
W pierwszej reakcji katalizowane] przez aminotransferaz¢ asparaginianowag
(AST) nastgpuje przeniesienie grupy aminowej z L-asparaginianu na a-ketoglutaran,
w wyniku czego powstaje szczawiooctan, ktory w nastepnej reakcji przy udziale
dehydrogenazy jabtczanowej (MDH) wulega redukcji do L-jablczanu. Reakcji
towarzyszy utlenienie NADH do NAD. Roéwnoczes$nie nastepuje spadek absorbancji

przy dtugosci fali 340 nm, ktory jest proporcjonalny do zmian aktywnosci AST.
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Przebieg oznaczenia

1 ml odczynnika inkubowanego wczesniej przez 5 minut w temperaturze 37°C
odmierzono do kuwety. Nastepnie dodano 100 pl osocza i doktadnie wymieszano.
Pomiaréw absorbancji dokonano przy dlugosci fali 340 nm, w temperaturze 37°C

doktadnie po 1 minucie oraz przez nast¢pne 2 minuty w odstgpach 30-sekundowych.

Obliczanie wynikow
Aktywno$¢ aminotransferaz zostata obliczona wedtug nastepujacego wzoru:

Aabs/ min x 1.1 = 1000
U/l = 6,22 x01x1 = Aabs/min * 1768

1,1 — objetos¢ catkowita

1000 — zamiana 1U/ml na U/

6,22 — wspotczynnik absorbancji milimolowe;j
0,1 — objetos¢ probki

1 — dtugos¢ drogi optycznej

3.5.6.2. Oznaczanie aktywnosci y-glutamylotransferazy (GGT)
GGT jest katalizatorem reakcji przeniesienia grupy y-glutamylowej z donora,
ktorym mogag by¢ peptydy vy-glutamylowe lub glutation na akceptor, takim jak

a-aminokwas, substrat y-glutamylowy lub glicylo-glicyna.

Zasada oznaczenia
Aktywnos$¢ y-glutamylotransferazy oznaczono za pomoca testu firmy ALPHA
DIAGNOSTIC, opartego na nastgpujacej reakcji enzymatyczne;j:
GGT
L-y-glutamyl-3-karboksy-4-nitroanilid + glicylo-glicyna —— y-glutamylo-glicylo-

glicyna + 5-amino-2-nitrobenzoesan

W reakcji katalizowanej przez vy-glutamylotranferaz¢ (GGT) nastgpuje
przeniesienie grupy glutamylowej z substratu na czasteczke glicylo-glicyny, w efekcie
ktorej powstaje S5-amino-2-nitrobenzoesan. Szybko$¢ powstawania tego produktu
mierzona przy dtugosci fali 405 nm jest proporcjonalna do aktywnosci GGT w badanej

prébcee.
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Przebieg oznaczenia

1 ml odczynnika inkubowanego wczesniej przez 5 minut w temperaturze 37°C
odmierzono do kuwety. Nast¢gpnie dodano 50 pl osocza i doktadnie wymieszano.
Pomiaréw absorbancji dokonano przy dlugosci fali 405 nm, w temperaturze 37°C

doktadnie po 1 minucie oraz przez nastgpne 3 minuty w odstepach 60-sekundowych.

Obliczanie wynikow
Aktywno$¢ y-glutamylotransferazy zostala obliczona wedlug nastepujacego
WzO0ru:

Aabs/min x 1,05 x 1000
IU/I = 9;5 W E'_.E'E w = Aabs/min x 2211

1,05 — objetos¢ catkowita

1000 — zamiana IU/ml na 1U/I

9,5 — wspotczynnik absorbancji milimolowej 5-amino-2-nitrobenzoesanu
0,05 — objetos¢ pojedynczej proby

1 — dhugos¢ drogi optycznej

3.5.6.3. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy mleczanowej (LDH)
Dehydrogenaza mleczanowa jest enzymem z klasy oksydoreduktaz bioragcym
udzial w rekcji utleniania kwasu mlekowego do pirogronianu oraz w reakcji odwrotne;j

— redukcji pirogronianu do mleczanu.

Zasada oznaczania

Aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej oznaczono za pomocg testu firmy
POINTE SCIENTIFIC, opartego na nastgpujacej rekcji enzymatycznej:

LDH
L-mleczan + NAD" . pirogronian + NADH + H*

W reakcji katalizowanej przez dehydrogenaze mleczanowg nastepuje utlenianie
L-mleczanu do pirogronianu, z réwnoczesng redukcja NAD® do NADH. Rekgji
towarzyszy zmiana absorbancji mierzonej przy dlugosci fali 340 nm, ktora jest

proporcjonalna do aktywnos$ci LDH w badanej probie.

Przebieg oznaczenia
1 ml odczynnika inkubowanego wczesniej przez 5 minut w temperaturze 37°C

odmierzono do kuwety. Nastepnie dodano 25 pl osocza i dokladnie wymieszano.
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Pomiaréw absorbancji dokonano przy dlugosci fali 405 nm, w temperaturze 37°C

doktadnie po 1 minucie oraz przez nast¢pne 2 minuty w odstgpach 30-sekundowych.

Obliczanie wynikow
Aktywno$¢  dehydrogenazy mleczanowej zostata obliczona  wedhug
nastgpujacego wzoru:

Aabe/f min = 1,025 = 1000
6,22 = 0,025 =1

U/l = = Aabs/min X 6592

gdzie:

1000 — zamiana 1U/ml na 1U/|

1,025 — objetos¢ catkowita

0,025 — objetos¢ proby

6,22 — wspotczynnik absorbancji milimolowej NADH
1 — dtugos¢ drogi optycznej

3.5.6.4. Oznaczanie aktywnosci dehydrogenazy sorbitolowej (SDH)
Dehydrogenaza sorbitolowa (SDH) katalizuje proces utleniania sorbitolu do
fruktozy przebiegajacy wedlug reakcji:

SDH
Sorbitol + NAD* «——» fruktoza + NADH + H*

Zasada oznaczania

Aktywno$¢ dehydrogenazy sorbitolowej zostata oznaczona przy pomocy testu
SIGMA DIAGNOSTIC, ktory polega na pomiarze szybkosci spadku asorbancji przy
dlugosci fali 340 nm w roztworze zawierajacym enzym oraz fruktoze.
Przebieg oznaczenia

Do kuwety odmierzono 1 ml roztworu NADH w buforze TRIZMA (przygotowanego
przez odwazenie 4 mg NADH i uzupelnienie do 40 cm® buforem TRIZMA). Nastepnie
dodano 25ul osocza krwi. Zawarto$¢ kuwety doktadnie wymieszano i inkubowano
w temperaturze pokojowej przez 10 minut. Po tym czasie dodano 0,25 ml B-D(-)fruktozy
ostezeniu 72 g/dl i dokonano pomiaréw absorbancji przy dhugosci fali 340 nm,

w temperaturze 25°C, przez 5 minut w odstgpach 60-sekundowych.
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Obliczanie wynikow
Aktywnos¢ dehydrogenazy sorbitolowej zostata obliczona wedlug nastepujacego
WzO0ru:

Aabs/ min x 1.5 x &0
SDH (sigma/ml) = 000622 = 0,25 = Aabs/min x 58000 x TC

1,5 — objetos¢ roztworu reakcyjnego

60 — zamiana Aabs/min na Aabs/h

0,00622 — wspotczynnik mikromolowy

0,25 — objetos¢ probki

TC — korekta temperatury (dla temperatury 25°C TC=1)

3.5.6.5. Oznaczanie stezenia kreatyniny

Zasada oznaczania

Oznaczenia wykonano wykorzystujac test firmy POINTE SCIENTIFIC POLAND.
Metoda polega na reakcji kreatyniny z kwasem pikrynowym w $rodowisku alkalicznym.

Szybkos¢ powstawania kompleksu o zottopomaranczowej barwie jest wprost
proporcjonalna do stezenia kreatyniny w probie. Pomiarow absorbancji dokonuje

si¢ przy dtugosci fali 510 nm.

Przebieg oznaczenia

Odmierzono 1 ml odczynnika roboczego (mieszanina kwasu pikrynowego
i wodorotlenku sodowego 1:5) do kuwety i inkubowano w temperaturze 37 °C przez
Sminut. Dodano 50 pl probki i1 zmierzono absorbancje wobec proby $lepej

odczynnikowej po 1 minucie (abs. 1) i po 2 minutach (abs. 2).

Obliczanie wynikow
Stezenie kreatyniny obliczono na podstawie wzorow:

Roéznica absorbancji: Aabs.= abs.2 —abs.1

Aabs.prob
prosy X stezenie standard (mg/dl)

kreatyni dl) =
eatynina (mg/dl) Aabs.astandard

Stezenie standardu (g/dl) = 2,5

75



3.5.7. Badania immunohistochemiczne

Badania immunohistochemiczne zostaly wykonane w Katedrze Histologii
i Embriologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu.

Na skrawkach watroby o grubosci 5 um przeprowadzono reakcje
immunohistochemiczne za pomoca zestawu Dako REAL™ EnVision™ Detection
System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (kod 5007). W sktad zestawu wchodzi
odczynnik detekcyjny, zawierajacy szkielet dekstranowy sprzezony z wieloma
czasteczkami peroksydazy i z wtérnymi przeciwciatami. Reakcja obrazowana byta przy
pomocy chromogenu DAB-diaminobenzydyny z dodatkiem nadtlenku wodoru.

Badania przeprowadzono z uzyciem nast¢pujacych przeciwcial przeznaczonych do
preparatow zatopionych w parafinie:

PCNA - monoklonalne przeciwcialo mysie anty-ludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:100, firmy Santa Cruz Biotechnology INC, kod sc.56;

GSTp - poliklonalne przeciwciatlo krolicze anty-ludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:100, firmy Sigma Aldrich, kod HPA 019869

Ki67 — monoklonalne przeciwcialo mysie  anty- ludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:200, firma Dako, Denmark, kod M7248

p53 - monoklonalne przeciwcialo mysie anty—ludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:1000, firmy Novus Bilogicals®, kod NBP1-4119;

Rbl - monoklonalne przeciwcialo mysie anty—ludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:50, firmy Santa Cruz Biotechnology, INC, kod cs-73598;

GGT1 - monoklonalne przeciwcialo mysie antyludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:50, firmy Santa Cruz Biotechnology, INC, kod cs-100746;

TGF alpha - poliklonalne przeciwciato krolicze anty—ludzkie, zastosowane
rozcienczenie 1:100, firmy Novus Bilogicals®, kod NB;

Podczas reakcji immunocytochemicznych wykonywano reakcje kontrolne
negatywne umieszczajac na oczyszczonych skrawkach watroby mysie IgG1 (Negative

Control, Dako, kod X0931) lub PBS, zamiast swoistego przeciwciala.

3.5.8. Oznaczanie bialka calkowitego

Zasada oznaczenia:
Zastosowano metod¢ biuretowa, w ktoérej jony Cu? przylaczone zostaja do

wigzan peptydowych, co powoduje powstawanie barwnego zwigzku kompleksowego.
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Reakcja zachodzi w $rodowisku zasadowym. Stezenie zwigzku barwnego mierzy
si¢ kolorymetrycznie przy dtugosci fali A=540 nm [259].
Bialko + Cu®" - fioletowy kompleks

Odczynniki:
— 600 mM roztwor wodorotlenku sodu (NaOH)
— 12 mM roztwor siarczanu miedzi (II)
— 32 mM roztwor winianu sodowo-potasowego (KNaC4H4Og)
— 30 mM roztwor jodku potasu (KI)
— Niereaktywne stabilizatory

Przebieg oznaczenia:

Do probéwek odmierzono odpowiednio: do pierwszej 20ul soli fizjologicznej
(proba slepa), do kolejnych 20ul frakcji cytozolowej (proby badane) i do ostatniej 20l
standardu biatka. Nastepnie do wszystkich probowek dodano 1ml odczynnika. Catosé
doktadnie wymieszano w wytrzasarce i inkubowano 3min w temp. 37°C. Zmierzono

absorbancje¢ przy dtugosci fali A=540 nm. St¢zenie biatka obliczono wedhug wzoru:

Abs. prabki
Biatko catkowite [g/dl] = gpz. srandardu X Stezenie standardu [g/dl]

3.5.9. Analiza statystyczna wynikow

Analize statystyczng wynikéw przeprowadzono z wykorzystaniem programu
GraphPad v.5.0 (GraphPad Prism Software, USA) oraz Microsoft Excel 2007.

Do oszacowania wptywu DMU-212 na parametry obrony antyoksydacyjnej
zastosowano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (one-way ANOVA). Roznice pomigdzy
grupami badano przy pomocy Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test i przyjeto za
statystycznie istotne na poziomie p<0,05.

Do oszacowania wplywu DMU-212 na poziom ekspresji badanych genow
zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji (one-way ANOVA). Ponadto, wyniki
analizowano testem post-hoc Student-Newman-Keuls. Warto§¢ sredniej z prob
kontrolnych przyjeto jako 100%. Rdznice pomiedzy grupami przyjeto za statystycznie
istotne na poziomie p<0,05.
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4. WYNIKI BADAN

Wyniki oznaczen przedstawiono w 32 tabelach i na 37 rycinach:
» parametry statusu antyoksydacyjnego w watrobie: tabele 4.1 — 4.12 oraz ryciny
41-4.12
» ekspresja genow kodujacych enzymy antyoksydacyjne: tabele 4.13 — 4.19 oraz
ryciny 4.13 — 4.19
» wybrane parametry funkcji watroby i nerek: tabela 4.20
» badania immunohistochemiczne: ryciny 4.20 — 4.27
» parametry statusu antyoksydacyjnego w nerkach: tabele 4.21 — 4.30 oraz ryciny
4.28 - 4.37
» $redni przyrost masy ciata: tabela 4.31
» wzgledne masy narzadow: tabela 4.32
Wyniki przedstawiono jako $rednie = SD, n=8 — dla parametréw statusu
antyoksydacyjnego w watrobie 1 nerkach; wybranych parametry funkcji watroby
i nerek; $redniego przyrostu masy ciata; wzglednych mas narzadow.
Wyniki przedstawiono jako $rednie + SD, n=5 - dla ekspresji genéw kodujacych
enzymy antyoksydacyjne.

W tabelach i na wykresach zastosowano nastepujace symbole:

1 | - zwigkszenie lub zmniejszenie wartosci badanego parametru wzgledem grupy
kontrolnej lub grupy otrzymujacej NDEA/PB

* (*)- r6éznica znamienna statystycznie dla p < 0,05

*% (e)- rdznica znamienna statystycznie dla p < 0,01

&% (eee) - rOZnica znamienna statystycznie dla p < 0,001

bz — bez zmian

* - zmiana wzgledem grupy kontrolnej

* - zmiana wzglgedem grupy otrzymujacej NDEA/PB
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4.1. Wplyw 3.,4,54’-tetrametoksystylbenu (DMU-212) na parametry
obrony antyoksydacyjnej w watrobie szczuréw narazonych na
NDEA/PB

4.1.1. Zredukowany glutation (GSH)

W watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB nastapito 33% obnizenie
poziomu GSH. U zwierzat otrzymujacych obie dawki DMU-212 stezenie GSH wzrosto,
odpowiednio 0 30% i 55% osiggajac poziom zblizony do oznaczonego w grupie
kontrolnej. W grupie otrzymujacej sam DMU-212 nastgpit 19% (nieznamienny
statystycznie) wzrost poziomu GSH (tabela 4.1; ryc. 4.1).

Tabela 4.1. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) w watrobie szczuréw

Ekspozycja Stezenie GSH % zmian % zmian
[umol GSH/g] W porownaniu W porownaniu
$rednia £ SD Z grupg Z grupg
kontrolna zatruwana
kontrola 2,63 +£0,24 - -
DMU-212 3,12+0,22 119 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,75+ 0,46 133%* -
NDEA/PB+DMU-212 2,27 +0,52 - 130
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 2,72+0,19 - 155¢
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w porownaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W porownaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB «p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.1. Stezenie glutationu zredukowanego w watrobie szczurow
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4.1.2. Poziom peroksydacji lipidéw (LPO) nieindukowanej

W watrobie zwierzat narazonych na NDEA/PB odnotowano 28% wzrost
peroksydacji lipidow we frakcji mikrosomalnej watroby. U zwierzat otrzymujacych
obie dawki DMU-212 nie obserwowano zadnych znamiennych statystycznie roznic
W porOwnaniu z grupg zatruwang. W watrobie szczurdéw, ktorym podawano sam
DMU-212 nastgpito niewielkie nieznamienne statystycznie obnizenie tego parametru

W poréwnaniu z grupg kontrolng (tabela 4.2; ryc. 4.2).

Tabela 4.2. Poziom mikrosomalnej nicindukowanej peroksydacji lipidow (LPO)
W watrobie szczuréw

Ekspozycja LPO % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
TBARS/min/mg Z grupa Z grupa
bialka] $rednia + SD kontrolng zatruwang
kontrola 0,40 £ 0,06 - -
DMU-212 0,35 £ 0,05 113 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,52+ 0,10 T28* -
20mg/kg m.c.
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05; bz — bez
Zmian

mikrosomalna nieindukowana LPO

*

T
0.40 —
0.30 —
0.20 —
0.10 —
0.00 ; ‘ ;

T
KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

[nmol TBARS/min/mg biatka]

Ryc. 4.2. Poziom mikrosomalnej nieindukowanej peroksydacji lipidéw (LPO)
W watrobie szczuréw
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4.1.3. Poziom peroksydacji lipidéw (LPO) indukowanej nieenzymatycznie

W watrobie zwierzat narazonych na NDEA/PB odnotowano wysoki, 49%
wzrost peroksydacji lipidow we frakcji mikrosomalnej watroby. Podawanie szczurom
obu dawek DMU-212 w pewnym stopniu zmniejszyto nasilenie uszkodzen powodujac
obnizenie poziomu TBARS 0 29% i 19%. U szczuréw otrzymujgcych sam DMU-212
nie stwierdzono zadnych zmian tego parametru w poréwnaniu z grupg kontrolng (tabela

4.3; ryc. 4.3).

Tabela 4.3. Poziom mikrosomalnej indukowanej nieenzymatycznie (uktadem
Fe?*/askorbinian) peroksydacji lipidow (LPO) w watrobie szczurdéw

Ekspozycja LPO % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
TBARS/min/mg Z grupa Z grupg
bialka] §rednia+SD  kontrolng zatruwang
kontrola 19,91 + 2,84 - -
DMU-212 20,62 £ 1,95 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 29,70 £2,0 T4grx* -
NDEA/PB+DMU-212 21,09 +£2,42 - 1290ee
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 24,62 +4,16 - 119¢
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng ***p<0,001 oraz
W porownaniu z grupg otrzymujaca NDEA/PB ¢p<0,05; ¢++p<0,001

mikrosomalna indukowana nieenzymatycznie LPO
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

[nmol TBARS/min/mg biatka]

Ryc. 4.3. Poziom mikrosomalnej indukowanej nieenzymatycznie (uktadem
Fe2+/ask0rbinian) peroksydacji lipidow (LPO) w watrobie szczurdw
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4.1.4. Stezenie grup karbonylowych w bialkach

W watrobie zwierzat narazonych na NDEA/PB odnotowano 47% wzrost
stezenia grup karbonylowych. Podawanie szczurom DMU-212 zmniejszyto nasilenie
uszkodzen powodujac obnizenie stg¢zenia grup karbonylowych zaleznie od dawki,
odpowiednio 0 17% i 31%. U szczurdéw otrzymujacych sam DMU-212 nie stwierdzono

zadnych zmian tego parametru w poréwnaniu z grupg kontrolng (tabela 4.4; ryc. 4.4).

Tabela 4.4. Stezenie grup karbonylowych w biatkach w watrobie szczurow

Ekspozycja Stezenie grup % zmian % zmian
karbonylowych W porownaniu W porownaniu
[nmol/mg bialka] Z grupa Z grupa
Srednia = SD kontrolna zatruwang
kontrola 0,13 +0,02 - -
DMU-212 0,13 +£0,02 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,19 £ 0,05 T47%* -
NDEA/PB+DMU-212 0,16 £0,03 - 117
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 0,13 +£0,02 - 1310
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng **p<0,01 oraz
W poréwnaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB ++p<0,01; bz — bez zmian

grupy karbonylowe w biatkach
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.4. Stezenie grup karbonylowych w biatkach w watrobie szczuréw
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4.1.5. Poziom uszkodzenia DNA (test kometowy)

W watrobie zwierzat narazonych na NDEA/PB odnotowano 47% wzrost
uszkodzenia DNA. Zadna z zastosowanych dawek DMU-212 nie obnizyta tej wartosci.
U szczuréw otrzymujacych sam DMU-212 nie stwierdzono zmian tego parametru

W porownaniu z grupa kontrolng (tabela 4.5; ryc. 4.5).

Tabela 4.5. Poziom uszkodzen DNA w watrobie szczuréw

Ekspozycja Uszkodzenie DNA % zmian % zmian
[suma punktow W pordéwnaniu W poréwnaniu
arbitralnych] Z grupa Z grupa
srednia £ SD kontrolna zatruwana
kontrola 68+ 6 - -
DMU-212 70+£6 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 117+3 T47* -
NDEA/PB+DMU-212 120£5 - bz
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 114+5 - bz
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w porownaniu z grupa kontrolng *p<0,05; bz — bez
zmian

Test kometowy

140.00

120.00

100.00

80.00
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60.00
40.00
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0.00 ‘ ‘ ‘

KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

suma punktoéw arbitralnych

Ryc. 4.5. Poziom uszkodzen DNA w watrobie szczurow
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4.1.6. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

W watrobie szczurow narazonych na NDEA/PB aktywno$¢ SOD obnizyta

si¢ 0 37%. U szczuréw otrzymujacych tacznie NDEA/PB i nizszg dawke DMU-212

nastapit znaczny, 49% spadek aktywnos$ci enzymu w poroéwnaniu z grupa narazong na

NDEA/PB. Podawanie samego DMU-212 nie wptyneto zasadniczo na aktywnos¢ SOD

(tabela 4.6; ryc. 4.6).

Tabela 4.6. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w watrobie szczurow

Ekspozycja Aktywnosé SOD % zmian % zmian
[U/mg] W porownaniu W porownaniu
$rednia + SD Z grupa Z grupg
kontrolna zatruwana
kontrola 19,64 + 2,64 - -
DMU-212 22,02 +3,17 112 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 12,44 £2,37 137* -
NDEA/PB+DMU-212 6,30 £2,30 - 149
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 13,17 £ 4,31 - bz
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w poroOwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W poréwnaniu z grupg otrzymujaca NDEA/PB +p<0,05; bz — bez zmian

SOD
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[U/mg]
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KONTROLA

NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

DMU-212 NDEA/PB

50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.6. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w watrobie szczuréw
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4.1.7. Katalaza (CAT)

W watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB aktywno$s¢ CAT obnizyla si¢
0 38% 1 nie ulegta zmianie pod wptywem obu dawek DMU-212. Sam zwigzek badany
spowodowatl nieznaczne obnizenie aktywnosci enzymu (0 14%) w porownaniu z grupa

kontrolng (tabela 4.7; ryc. 4.7).

Tabela 4.7. Aktywnos¢ katalazy (CAT) w watrobie szczuroOw

Ekspozycja Aktywnos¢ CAT % zmian % zmian
[U/mg] W porownaniu W porownaniu
$rednia + SD Z grupg Z grupg
kontrolna zatruwang
kontrola 10,47 + 1,58 - -
DMU-212 9,04 +2,04 114 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 6,45+ 0,89 138* -
NDEA/PB+DMU-212 6,71 £ 1,27 - bz
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 5,88 0,78 - 19
50mg/kg m.c.

Roznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupg kontrolng *p<0,05; bz - bez
zmian
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.7. Aktywno$¢ katalazy (CAT) w watrobie szczurow
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4.1.8. Peroksydaza glutationowa (GPx)

W watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB aktywno$¢ GPx obnizyla si¢
0 32%. Wzrost aktywnosci enzymu 0 38% nastgpit tylko w grupie otrzymujacej nizsza
dawke DMU-212, natomiast wyzsza dawka spowodowata obnizenie jego aktywnosci
035%. Sam zwigzek badany spowodowal 26% obnizenie aktywno$ci enzymu

W porownaniu z grupa kontrolng (tabela 4.8; ryc. 4.8).

Tabela 4.8. Aktywnos$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) w watrobie szczurow

Ekspozycja Aktywnos¢ GPx % zmian % zmian
[nmol NADPH/min/mg] w poréwnaniu W poréwnaniu
$rednia + SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwana
kontrola 1230 + 220 - -
DMU-212 906 + 138 126* -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 835+ 150 132* -
NDEA/PB+DMU-212 1151 £ 100 - 138-
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 545+ 116 - 135
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w porOwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W poréwnaniu z grupa otrzymujacg NDEA/PB +p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.8. Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) w watrobie szczurow
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4.1.9. Reduktaza glutationowa (GR)

Aktywno$¢ reduktazy glutationowej ulegta znacznemu obnizeniu, o 77%,
W watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB. Zadna z zastosowanych dawek DMU-
212 nie spowodowata zwigkszenia aktywno$ci enzymu w porOéwnaniu z grupg
zatruwang. Natomiast sam zwigzek badany obnizyl aktywnos¢ GR 0 44%

W porownaniu z grupa kontrolng (tabela 4.9; ryc. 4.9).

Tabela 4.9. Aktywnos$¢ reduktazy glutationowej (GR) w watrobie szczuréw

Ekspozycja Aktywnos$¢ GR % zmian % zmian
[nmol W porownaniu W porownaniu
NADP/min/mg] Z grupa Z grupa
Srednia = SD kontrolna zatruwang
kontrola 283,45 + 59,88 - -
DMU-212 158,09 + 30,08 144> -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 66,07 + 8,37 Lrr* -
NDEA/PB+DMU-212 60,63 + 6,30 - 18
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 55,69 = 4,73 - 116
50mg/kg m.c.
Rdéznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05
GR
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KONTROLA Sol:r)nMglle-slnf'c. NDEA/PB NDZEOAI{,?QB/ES’\:#(;ZJ-Z ND5EOA|I-:gB/ES’\:1U(;212

Ryc. 4.9. Aktywnos$¢ reduktazy glutationowej (GR) w watrobie szczuréw
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4.1.10. S-transferaza glutationowa (GST)

W watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB aktywno$¢ GST obnizyla si¢ o 37%.
Obie dawki zwigzku badanego spowodowaly wyrazny, chociaz nieznamienny
statystycznie wzrost aktywno$ci GST 0 16% i 17%. U zwierzat otrzymujacych sam
DMU-212 nastgpito niewielkie obnizenie aktywno$ci enzymu w pordwnaniu z grupa

kontrolng (tabela 4.10; ryc. 4.10).

Tabela 4.10. Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) w watrobie szczuréw

Ekspozycja Aktywnosé¢ GST % zmian % zmian
[nmol W porownaniu W poroéwnaniu
DCNB/min/mg] Z grupa Z grupa
Srednia = SD kontrolna zatruwang
kontrola 1579 + 105 - -
DMU-212 1386 + 207 112 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1003 + 229 137* -
NDEA/PB+DMU-212 1166 + 128 - M6
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1174 + 200 - M7
50mg/kg m.c.
Réznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05
GST
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50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.10. Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) w watrobie szczurow
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4.1.11. Oksydoreduktaza NADP(H):chinon (NQO1)

W watrobie szczurow narazonych na NDEA/PB aktywno$¢ NQO1 znacznie
si¢ obnizyta, 0 51%, ale powrdcita do stanu zblizonego do grupy kontrolnej u zwierzat
traktowanych nizszg dawka DMU-212. Wyzsza dawka spowodowata niezamienne
statystycznie obnizenie aktywnosci enzymu o 23%. Znaczny wzrost aktywnosci NQOI,
0 87%, zanotowano w grupie otrzymujgcej sam DMU-212 (tabela 4.11; ryc. 4.11).

Tabela 4.11. Aktywno$¢ oksydoreduktazy NADP(H):chinon (NQO1) w watrobie
szczurow

Ekspozycja Aktywnos$¢ NQO1 % zmian % zmian
[nmol DCIP/min/mg W poréwnaniu W poréwnaniu
bialka] $rednia + SD Z grupa Z grupg

kontrolna zatruwana
kontrola 66,24 + 18,68 - -
DMU-212 123,82 + 23,60 T87* -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 32,13+ 7,44 151* -
NDEA/PB+DMU-212 64,91 + 13,66 - 1102¢
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 24,86 + 4,52 - 123
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w pordwnaniu z grupg kontrolng *p<0,05 oraz
W poréwnaniu z grupg otrzymujacg NDEA/PB +p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.11. Aktywno$¢ oksydoreduktazy NADP(H):chinon (NQO1) w watrobie
SzczurOw
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4.1.12. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD)

W watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB aktywno$¢ G6PD zwigkszyta
si¢ o 48%. Podawanie nizszej dawki DMU-212 spowodowalo dalszy, 31% wzrost
aktywnosci enzymu w poréwnaniu z grupa narazona na NDEA/PB. Zanotowano
réwniez lekki wzrost aktywnosci G6PD w grupie otrzymujacej sam DMU-212 (tabela
4.12; ryc. 4.12).

Tabela 4.12. Aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD) w watrobie
szczurow

Ekspozycja Aktywnos$¢ G6PD % zmian % zmian
[U/mg bialka] W poréwnaniu W poréwnaniu
Srednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwana
kontrola 10,66 2,21 - -
DMU-212 12,10 £2,25 T3 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 15,73 +3,13 T4g* -
NDEA/PB+DMU-212 20,67 + 3,86 - 131
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 14,26 + 2,88 - 19
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w porownaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W poréwnaniu z grupg otrzymujacg NDEA/PB «p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.12. Aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD) w watrobie
SZczZurow
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4.2. Wplyw 3,4,5,4°-tetrametoksystylbenu (DMU-212) na ekspresje genow

kodujacych enzymy antyoksydacyjne w watrobie szczurow narazonych na
NDEA/PB

4.2.1. Sod-2

U szczurow narazonych na NDEA/PB zaobserwowano wzrost ekspresji
transkryptu  mRNA dysmutazy ponadtlenkowej o 44%. Pod wptywem obu dawek
DMU-212 nastgpila zmiana w przeciwstawnych kierunkach: 92% obnizenie oraz 36%
wzrost poziomu transkryptu u szczuréw otrzymujacych odpowiednio nizszg 1 wyzsza
dawke zwigzku. Sam DMU-212 spowodowat znaczne, 92% obnizenie ekspresji mRNA
w porownaniu z grupg kontrolng (tabela 4.13; ryc. 4.13).

Tabela 4.13. Zmiany poziomu mRNA Sod-2 w watrobie szczuréw

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu sod-2 W poréwnaniu W poréwnaniu
Srednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwana
kontrola 1,00 £ 0,13 - -
DMU-212 0,09 + 0,01 192* -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,44 + 0,26 144* -
NDEA/PB+DMU-212 0,13 +£0,03 - 192¢
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1,96 £ 0,29 - 136
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w porOwnaniu z grupg kontrolng *p<0,05 oraz
W poréwnaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB +p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.13. Zmiany poziomu mRNA Sod-2 w watrobie szczurow
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4.2.2. Cat

U szczurow narazonych na kancerogen nie zanotowano zmian W poziomie
transkryptu Cat w poréwnaniu z grupa kontrolna. Laczne podanie NDEA/PB | DMU-212
spowodowato 68% obnizenie oraz 57% wzrost ekspresji mRNA, odpowiednio po nizszej
1 wyzszej dawce, w porOwnaniu z grupg narazong na kancerogen. Pod wptywem samego

zwigzku badanego nastgpito 55% obnizenie poziomu transkryptu (tabela 4.14; ryc. 4.14).

Tabela 4.14. Zmiany poziomu mRNA Cat w watrobie szczurow

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu Cat W poréwnaniu W poréwnaniu
§rednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwana
kontrola 1,00 £ 0,18 - -
DMU-212 0,45+ 0,04 |55% -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,17+0,15 bz -
NDEA/PB+DMU-212 0,37+ 0,06 - 168e
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1,84 +0,25 - 157+
50mg/kg m.c.

RézZnica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W pordéwnaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB +p<0,05; bz — bez zmian
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.14. Zmiany poziomu mRNA Cat w watrobie szczuro6w
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4.2.3. Gpx-1

W grupie szczuréw narazonych na NDEA/PB obserwowano 40% obnizenie
poziomu transkryptu w poréwnaniu z grupa kontrolng. Laczne podanie kancerogenu
I zwigzku badanego spowodowato zmiang, 41% wzrost ekspresji mRNA, tylko w grupie
otrzymujacej nizszg dawke w porOwnaniu z wartosciami uzyskanymi u szczurOw
narazonych na kancerogen. Sam DMU-212 spowodowat 24% obnizenie poziomu

transkryptu (tabela 4.15; ryc. 4.15).

Tabela 4.15. Zmiany poziomu mRNA Gpx-1 w watrobie szczuréw

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu pr_l W por(')wnaniu w poréwnaniu
Srednia £ SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwana
kontrola 1,00 £ 0,15 - -
DMU-212 0,76 £ 0,19 |24 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,59 £ 0,06 140* -
NDEA/PB+DMU-212 0,83 +0,12 - 141
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 0,56 + 0,08 - bz
50mg/kg m.c.

Roznica znamienna statystycznie w poroéwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W porownaniu z grupg otrzymujacg NDEA/PB ¢p<0,05; bz — bez zmian
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.15. Zmiany poziomu mRNA Gpx-1 w watrobie szczurow
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42.4. Gr

Narazenie na NDEA/PB nie spowodowato zmiany poziomu transkryptu enzymu
w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Skutkiem tgcznego podania kancerogenu i DMU-212
byto 86% obnizenie i 24% wzrost ekspresji mRNA, odpowiednio po nizszej i1 wyzszej
dawce zwiazku. Po podaniu samego DMU-212 nastgpito 95% obnizenie poziomu
MRNA (tabela 4.16; ryc. 4.16).

Tabela 4.16. Zmiany poziomu mMRNA Gr w watrobie szczuréw

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu Gr W poréwnaniu W poréownaniu
Srednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwana
kontrola 1,00 0,17 - -
DMU-212 0,05 + 0,02 195 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,15+0,17 Bz -
NDEA/PB+DMU-212 0,16 £0,16 - 186¢
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1,43+0,48 - 124
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w pordéwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W pordéwnaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB +p<0,05; bz — bez zmian
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.16. Zmiany poziomu mRNA Gr w watrobie szczurow
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4.25. Gst

U szczurdéw narazonych na NDEA/PB nastapit 49% wzrost poziomu transkryptu
W poréwnaniu z grupa kontrolng. W grupach, ktére dodatkowo otrzymywaty badany
zwigzek obserwowano 82% obnizenie i 69% wzrost poziomu mRNA, odpowiednio po
nizszej 1 wyzszej dawce. Podanie samego DMU-212 spowodowato 62% obnizenie

ekspresji mRNA w poréwnaniu z grupg kontrolng (tabela 4.17; ryc. 4.17).

Tabela 4.17. Zmiany poziomu mRNA Gst w watrobie szczurow

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu Gst W poréwnaniu W poréownaniu
Srednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwang
kontrola 1,00+ 0,16 - -
DMU-212 0,38 +0,15 162* -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,49+0,22 ra9* _
NDEA/PB+DMU-212 0,28 + 0,08 - 182¢
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 2,53 +£0,48 - 169e
50mg/kg m.c.

RézZnica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W porownaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB «p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.17. Zmiany poziomu mRNA Gst w watrobie szczuro6w
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4.2.6. Nqol

Narazenie szczurow na kancerogen spowodowato 53% wzrost ekspresji mRNA
enzymu. Po tacznym podaniu NDEA/PB i obu dawek DMU-212 obserwowano
obnizenie poziomu transkryptu, odpowiednio o 55% i 24%. U zwierzat otrzymujacych

sam DMU-212 zanotowano 79% obnizenie poziomu mRNA w pordéwnaniu z grupg
kontrolng (tabela 4.18; ryc. 4.18).

Tabela 4.18. Zmiany poziomu mRNA Nqol w watrobie szczurow

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu Ngol ~ W poréwnaniu W poréwnaniu
Srednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwang
kontrola 1,00 £ 0,13 - -
DMU-212 0,22 + 0,05 179* -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,53 +0,19 153% -
NDEA/PB+DMU-212 0,69 + 0,09 - |55¢
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1,17+0,51 - 124
50mg/kg m.c.

RézZnica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng *p<0,05 oraz
W porownaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB «p<0,05
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KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.18. Zmiany poziomu mRNA Nqol w watrobie szczurow
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4.2.7. G6pd

U szczuréow narazonych na kancerogen nastgpit 47% wzrost poziomu

transkryptu. Laczne podanie NDEA/PB i DMU-212 spowodowato zmian¢ ekspresji

mRNA w przeciwstawnych kierunkach: 31% wzrost i 10% obnizenie, odpowiednio po

nizszej 1 wyzszej dawce. Zanotowano rowniez lekki wzrost ekspresji Gopd w grupie

otrzymujgcej sam DMU-212 w porownaniu z grupg kontrolng (tabela 4.19; ryc. 4.19).

Tabela 4.19. Zmiany poziomu mRNA G6pd w watrobie szczurow

Ekspozycja Wzgledny poziom % zmian % zmian
transkryptu Gépd W porownaniu W poréwnaniu
Srednia = SD Z grupa Z grupa
kontrolna zatruwang
kontrola 1,00+ 0,21 - -
DMU-212 1,14+ 0,21 113 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 1,48 £ 0,29 147 -
NDEA/PB+DMU-212 1,94+ 0,36 - 131
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1,34 +0,27 - 110
50mg/kg m.c.
G6pd

wzgledny poziom transkryptu

KONTROLA

NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

DMU-212
50 mg/kg m.c.

NDEA/PB

Ryc. 4.19. Zmiany poziomu mRNA G6pd w watrobie szczurow
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4.3. Wpltyw 3,4,5,4’-tetrametoksystylbenu (DMU-212) na wybrane parametry

funkcji watroby i nerek u szczuréw narazonych na NDEA/PB.

U szczuréw narazonych na NDEA/PB odnotowano znamienny statystycznie
wzrost aktywnosci markeréw funkcji watroby w surowicy: aminotransferazy
asparaginianowej (AST) o 35%, gamma-glutamylotransferazy (GGT) o 54%,
dehydrogenazy mleczanowej (LDH) o 25%, dehydrogenazy sorbitolowej (SDH) o 42%.
Obserwowano rowniez 51% wzrost stezenia kreatyniny, markera funkcji nerek.
Aktywnos$¢ LDH i SDH w surowicy zwierzat narazonych na NDEA/PB obnizyla si¢
pod wplywem obu dawek DMU-212 odpowiednio 0 17% i 12% (LDH) oraz o 32%
(SDH). Stezenie kreatyniny obnizylo si¢ o 25% u szczurdw otrzymujacych nizsza
dawke zwiazku. Sam zwigzek badany znaczaco podwyzszyt aktywnos¢ GGT, o 31%
(tabela 4.20).

Tabela 4.20. Wplyw 3.4,5,4’-tetrametoksystylbenu na wybrane parametry funkcji
watroby i nerek u szczurow

Parametry Ekspozycja
NDEA/PB + NDEA/PB +
Kontrola DMU-212 NDEA/PB DMU-212 DMU-212
20mg/kg m.c. 50mg/kg m.c.
ALT [1U/N] 49,6+95 48,0 +8,9 57,5+89 45,6+ 6,1 46,6 + 6,9
[121%] [119 %]
AST [1U/1] 592+43 68,7+ 8,4 79,9 + 8,97 72,2+ 10,3 75,2+9,7
[135 %]
GGT[IU/]  444+0,63 5.81+0,717 6,83 = 0,99” 6,41 + 0,88 6,37 + 0,66
[131 %] [154 %]
LDH[IU/]  202,4+384  173,5+36,6 253,34 18,7Y 210,8 £21,8% 221,8 £35,29
[125 %] [117%] [112 %]
SDH [1U/l] 5,12+0,79 4,85+ 0,97 7,25+ 0,88 4,94 + 1,09 4,91 +0,74%
[142%] [132 %] [132 %]
Kreatynina 0,46 + 0,09 0,43 + 0,09 0,69 +0,14% 0,52 +0,10% 0,58 + 0,13
[mg/ dlI]
[151 %] [125 %]

W nawiasach podano procent zmian;
A) zmiana znamienna statystycznie w porownaniu z grupg kontrolng, p<0,05
B) zmiana znamienna statystycznie w porownaniu z grupa otrzymujaca NDEA/PB,
p<0,05
ALT - aminotransferaza alaninowa; AST - aminotransferaza asparaginianowa;
GGT- y- glutamylotransferaza; LDH - dehydrogenaza mleczanowa;
SDH - dehydrogenaza sorbitolowa



4.4. Wplyw 3,4,5,4’-tetrametoksystylbenu (DMU-212) na ekspresje¢ wybranych
bialek w watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB - badania

immunohistochemiczne

» W zadnej grupie szczuréw nie zanotowano ekspresji nastepujacych biatek:
e pGST (izoforma tozyskowa S-transferazy glutationowej)
e Ki67 (nichistonowe biatko jadrowe)
e PCNA (jadrowy antygen komorek proliferujacych)

» Zaréwno w grupie kontrolnej jak tez u zwierzat otrzymujacych sam DMU-212
nie obserwowano ekspresji nastepujacych biatek:
e p53 (ang. protein 53),
e gamma-glutamylotransferaza (GGT),
e Rbl (ang. retinoblastoma associated protein),
e czynnik wzrostu TGFa (ang.transforming growth factor a)

» Pod wptywem NDEA/PB wystapita wyrazna ekspresja p53, GGT, TGFa (ryc.
4.20, ryc. 4.22, ryc. 4.26) oraz obserwowano pojedyncze komorki z ekspresja
Rb1 (ryc. 4.24).

» U zwierzat, ktorym podawano obie dawki DMU-212 ekspresja biatka p53
zostala zahamowana (ryc. 4.21). Ekspresja GGT uleglta zmniejszeniu tylko
W grupie zwierzat otrzymujacych nizszg dawke DMU-212 (ryc. 4.23). Ekspresja
biatka Rb1l u zwierzat z zainicjowang kancerogeneza zaniklta pod wplywem
wyzszej dawki DMU-212 (ryc. 4.25). Podawanie DMU-212 nie zmniejszyto
ekspresji TGFa (ryc. 4.27).
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Ryc. 4.20. Immunohistochemiczne barwienie biatka p53.

Obraz watroby szczura narazonego na NDEA/PB

Ryc. 4.21. Immunohistochemiczne barwienie biatka p53.

Obraz watroby szczura otrzymujgcego tacznie NDEA/PB i DMU-212. Widoczne
zmniejszenie ekspresji p53
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Ryc. 4.22. Immunohistochemiczne barwienie biatka GGT.

Obraz watroby szczura narazonego na NDEA/PB

Ryc. 4.23. Immunohistochemiczne barwienie GGT.

Obraz watroby szczura otrzymujacego tacznie NDEA/PB i DMU-212 (20mg/kg m.c.).
Widoczne zmniejszenie ekspresji GGT
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Ryc. 4.24. Immunohistochemiczne barwienie biatka Rb1.

Obraz watroby szczura narazonego na NDEA/PB

Ryc. 4.25. Immunohistochemiczne barwienie biatka Rb1.

Obraz watroby szczura otrzymujacego tgcznie NDEA/PB i DMU-212 (50 mg/kg mc).
Widoczne zmniejszenie ekspresji Rb1
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Ryc. 4.26. Immunohistochemiczne barwienie biatka TGFa.

Obraz watroby szczura narazonego na NDEA/PB

Ryc. 4.27. Immunohistochemiczne barwienie biatka TGFa.

Obraz watroby szczura otrzymujacego tacznie NDEA/PB i DMU-212. Ekspresja biatka
nie zmniejszyla si¢
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4.5. Wplyw 3.,4,5,4°-tetrametoksystylbenu (DMU-212) na parametry obrony

antyoksydacyjnej w nerkach szczurow narazonych na NDEA/PB

4.5.1. Glutation zredukowany (GSH)

W nerkach szczuré6w narazonych na NDEA/PB odnotowano 31% nieznamienny
statystycznie wzrost poziomu GSH. Obie dawki DMU-212 spowodowaly obnizenie
zawartosci GSH do poziomu zblizonego do warto$ci oznaczonych w grupie kontrolne;.
Sam zwigzek badany spowodowal obnizenie stezenia GSH o 32% (rdznica

nieznamienna statystycznie) w porownaniu z grupg kontrolng (tabela 4.21; ryc. 4.28).

Tabela 4.21. Stgzenie glutationu zredukowanego (GSH) w nerkach szczuréw

Ekspozycja Stezenie GSH % zmian % zmian
[umol GSH/g] W poréwnaniu W poréwnaniu
§rednia = SD Z grupg Z grupg
kontrolna zatruwana
kontrola 0,14+ 0,03 - -
DMU-212 0,10+ 0,03 132 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,18 + 0,04 131 -
NDEA/PB+DMU-212 0,13 +£0,02 - 131
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 0,15+0,02 - 118
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupg otrzymujagcg NDEA/PB
*p<0,05

GSH

[umol GSH/g]

KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.28. Stezenie glutationu zredukowanego (GSH) w nerkach szczuréw
104



4.5.2. Poziom peroksydacji lipidéw (LPO) nieindukowanej

W nerkach zwierzat narazonych na NDEA/PB odnotowano niewielkie, 16%
obnizenie poziomu peroksydacji lipidow we frakcji mikrosomalnej nerek. Podawanie
szczurom wyzszej dawki DMU-212 w pewnym stopniu zwigkszyto nasilenie uszkodzen
powodujac wzrost poziomu TBARS 0 29%. U szczurow otrzymujacych sam DMU-212
nie stwierdzono istotnej statystycznie zmiany tego parametru w poréwnaniu z grupa
kontrolng (tabela 4.22; ryc. 4.29).

Tabela 4.22. Poziom mikrosomalnej nieindukowanej peroksydacji lipidow (LPO)
w nerkach szczurow

Ekspozycja LPO % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
TBARS/min/mg Z grupa Z grupa
bialka] $rednia + kontrolna zatruwang
SD
kontrola 0,44 + 0,07 - -
DMU-212 0,39+ 0,04 113 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,37 +0,04 116 -
NDEA/PB+DMU-212 0,41 + 0,05 - T9
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 0,48 £ 0,07 - 129.
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w porOéwnaniu z grupg otrzymujagcg NDEA/PB
*p<0,05

mikrosomalnanieindukowana LPO

0.40 I T i —
0.30 7
0.20 I
0.10 7
0.00 T T T

KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212  NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

[nmol TBARS/min/mg biatka]

Ryc. 4.29. Poziom mikrosomalnej nieindukowanej peroksydacji lipidow (LPO)
W nerkach szczurow
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4.5.3. Poziom peroksydacji lipidow (LPO) indukowanej nieenzymatycznie

W nerkach zwierzat narazonych na NDEA/PB poziom peroksydacji lipidow we
frakcji mikrosomalnej obnizyt si¢ 0 26% w poréwnaniu do grupy kontrolnej ale
powr6cil do stanu zblizonego do grupy kontrolnej u zwierzat traktowanych obiema
dawkami DMU-212. Z kolei u szczurow otrzymujgcych sam DMU-212 nie stwierdzono

zadnych zmian w poroéwnaniu z grupg kontrolng (tabela 4.23; ryc. 4.30).

Tabela 4.23. Poziom mikrosomalnej indukowanej nieenzymatycznie (uktadem
Fe?*/askorbinian) peroksydacji lipidow (LPO) w nerkach szczuréw

Ekspozycja LPO % zmian % zmian
[nmol W poréownaniu W poréwnaniu
TBARS/min/mg Z grupa Z grupg
bialka] §rednia + kontrolna zatruwang
SD
kontrola 0,84 + 0,09 - -
DMU-212 0,83+0,14 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,62+0,11 126 -
NDEA/PB+DMU-212 0,85 + 0,09 - 136
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 0,87 £0,11 - 139
50mg/kg m.c.

bz — bez zmian

mikrosomalna indukowana nieenzymatycznie LPO

1 [
I [
-
-
L

KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

[nmol TBARS/min/mg biatka]

Ryc. 4.30. Poziom mikrosomalnej indukowanej nieenzymatycznie (uktadem
Fez+/ask0rbinian) peroksydac;ji lipidow (LPO) w nerkach szczuréw
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4.5.4. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)

W nerkach szczurow narazonych na NDEA/PB nie wykazano zmiany
aktywnosci SOD. Aktywnos$¢ enzymu ulegla obnizeniu pod wplywem obu dawek
DMU-212 odpowiednio o 23% i 10%, jednak zmiana ta nie byta znamienna
statystycznie. U szczuréw otrzymujgcych sam DMU-212 nie stwierdzono zmiany

aktywnos$ci enzymu w poréwnaniu z grupg kontrolng (tabela 4.24; ryc. 4.31).

Tabela 4.24. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w nerkach szczurow

Ekspozycja Aktywnosé¢ SOD % zmian % zmian
[U/mg] W porownaniu W porownaniu
$rednia + SD Z grupg Z grupg
kontrolna zatruwana
kontrola 23,07+3,94 - -
DMU-212 21,52 +3,44 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 21,92 +3,70 bz -
NDEA/PB+DMU-212 16,94 + 3,04 - 123
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 19,80 + 3,22 - 110
50mg/kg m.c.
bz — bez zmian
SOD
30.00
25.00 I T
g 15.00 —
E‘ 10.00 7
5.00 7
o0 KONTROLA ‘ DMU-212 ‘ NDEA/PB ‘ NDEA/PB+DMU-212 ‘ NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.31. Aktywnos$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w nerkach szczurow
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45.5. Katalaza (CAT)

Niewielkie zmiany aktywnos$ci CAT obserwowane w nerkach szczurow nie
wykazywaty znamiennoS$ci statystycznej. Podanie NDEA/PB nie wptyn¢lo na zmiang
aktywno$ci enzymu. Sam zwigzek badany spowodowal 12% obnizenie aktywnos$ci
enzymu w porownaniu z grupg kontrolng. Natomiast w grupach szczurdéw traktowanych
tacznie NDEA/PB i DMU-212 nastgpit nieznaczny wzrost aktywnosci enzymu (13%
I 14%) (tabela 4.25; ryc. 4.32).

Tabela 4.25. Aktywno$¢ katalazy (CAT) w nerkach szczurow

Ekspozycja Aktywnos¢ CAT % zmian % zmian
[U/mg] W porownaniu W porownaniu
$rednia = SD Z grupg Z grupg
kontrolna zatruwana
kontrola 5,17+091 - -
DMU-212 4,54 £ 0,63 112 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 5,52+0,36 bz -
NDEA/PB+DMU-212 6,23 1,23 - T3
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 6,29 + 1,36 - 114
50mg/kg m.c.
bz — bez zmian
CAT
9.00
8.00
7.00
6.00 T
8 5.00 T
g 4.00
.2. 3.00
2.00
1.00
0.00 T T T T
KONTROMA  omalkg me. A gk e Somalkgme

Ryc. 4.32. Aktywno$¢ katalazy (CAT) w nerkach szczuréw
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4.5.6. Peroksydaza glutationowa (GPx)

W nerkach szczuréw narazonych na NDEA/PB odnotowano 43% wzrost
aktywnos$ci GPx. Obie dawki DMU-212 spowodowaly niezamienne statystycznie
obnizenie aktywno$ci enzymu, odpowiednio o 11% i 15%. U zwierzat, ktorym
podawano sam DMU-212 nastgpit wyrazny chociaz nieznamienny statystycznie wzrost
aktywno$ci GPx 0 22% (tabela 4.26; ryc. 4.33).

Tabela 4.26. Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) w nerkach szczuréw

Ekspozycja Aktywnos$¢ GPx % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
NADPH/min/mg] Z grupg Z grupa
érednia + SD kontrolng zatruwang
kontrola 341,54 + 45,06 - -
DMU-212 417,83 £ 72,91 122 -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 488,36 + 72,47 T43x** -
NDEA/PB+DMU-212 434,90 + 61,04 - 111
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 416,41 + 52,41 - 115
50mg/kg m.c.
Réznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupg kontrolng ***p < 0,001
GPx
600.00 *xk
500.00 ]
5 l
£ 400,00 I I l
£
E I
E 300.00
a8
a
<< 20000
zZ
©
e 100.00
=
0.00 T T T T
KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.33. Aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx) w nerkach szczurow
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4.5.7. Reduktaza glutationowa (GR)

W nerkach szczuréw narazonych na NDEA/PB oraz otrzymujacych sam DMU-
212 aktywno$¢ GR nie ulegta zmianie. Natomiast w grupach, ktérym podawano tgcznie
NDEA/PB i DMU-212 nastgpito zalezne od dawki obnizenie aktywnosci enzymu,
odpowiednio 0 22% i 49% (tabela 4.27; ryc. 4.34).

Tabela 4.27. Aktywno$¢ reduktazy glutationowej (GR) w nerkach szczuréw

Ekspozycja Aktywnos$é¢ GR % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
NADP/min/mg] Z grupa Z grupa
$rednia + SD kontrolna zatruwang
kontrola 31,93 +£4,00 - -
DMU-212 29,67 £5.25 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 31,92+ 4,17 bz -
NDEA/PB+DMU-212 24,92 +£3,01 - 122¢
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 16,15 +2,37 - 1490
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w porOwnaniu z grupg otrzymujaca NDEA/PB
*p<0,05, ** p <0,01; bz — bez zmian

GR

40.00

35.00 1 I
[ ]

30.00 4

25.00 + {

20.00 + L
15.00 + I
10.00 +

5.00 +

0.00 A ‘ ; ; ;

KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

[nmol NADPH/min/mg]

Ryc. 4.34. Aktywnos$¢ reduktazy glutationowej (GR) w nerkach szczurow
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4.5.8. S-transferaza glutationowa (GST)

Identyczny uktad wynikéw uzyskano dla S-transferazy glutationowej.
W nerkach szczuréw narazonych na NDEA/PB i otrzymujacych sam DMU-212
aktywno$¢ GST nie ulegla zmianie. Natomiast w grupach, ktérym podawano Iacznie
NDEA/PB i DMU-212 nastgpito obnizenie aktywnosci enzymu, odpowiednio o 18%
i 23% w poréwnaniu z grupg zatruwang (tabela 4.28; ryc. 4.35).

Tabela 4.28. Aktywno$¢ S-transferazy glutationowej (GST) w nerkach szczurow

Ekspozycja Aktywnos$¢ GST % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
DCNB/min/mg] Zgrupa Z grupa
$rednia £+ SD kontrolna zatruwang
kontrola 216,33 + 24,98 - -
DMU-212 200,65 + 27,34 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 221,87 +21,59 bz -
NDEA/PB+DMU-212 182,84 £32,18 - 118
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 170,76 + 17,01 - 123
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa otrzymujaca NDEA/PB
*p<0,05; bz — bez zmian

300.00
250.00
.
=)
£ 200.00
~
= [
é 150.00 J' —
) .
Z
o
O 100.00 —
o
S
=3 50.00 s
0.00 T T T T
KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.35. Aktywnos$¢ S-transferazy glutationowej (GST) w nerkach szczurow
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4.5.9. Oksydoreduktaza NADP(H):chinon (NQO1)

W nerkach szczuréw narazonych na NDEA/PB odnotowano znaczne obnizenie
aktywno$ci NQO1, o 71%. Podobnie znaczace obnizenie aktywnos$ci enzymu, o 85%,
stwierdzono w grupie otrzymujacej sam DMU-212. Obie dawki zwigzku spowodowaty
dalsze obnizenie aktywnosci enzymu, odpowiednio o 31% i 69%, w poroéwnaniu
z grupg narazong na NDEA/PB (tabela 4.29; ryc. 4.36).

Tabela 4.29. Aktywnos$¢ oksydoreduktazy NADP(H):chinon (NQOI1) w nerkach
szczurow

Ekspozycja Aktywnos$¢ NQO1 % zmian % zmian
[nmol W poréwnaniu W poréwnaniu
DCIP/min/mg Z grupa kontrolna Z grupa
bialka] Srednia zatruwang
SD
kontrola 19,26 4,96 - -
DMU-212 2,81 +0,72 185%** -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 5,66+ 1,26 ST -
NDEA/PB+DMU-212 3,92+2,19 - 131
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 1,77 £ 0,51 - 169
50mg/kg m.c.

Roéznica znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupa kontrolng ***p<0,001 oraz
W porownaniu z grupg otrzymujacag NDEA/PB «p<0,05

NQO1

30.00

25.00

20.00

15.00

10.00

* %k %
* k% L
0.00 T i T T T
KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

[nmol DCIP/min/mg biatka]

Ryc. 4.36. Aktywno$¢ oksydoreduktazy NADP(H):chinon (NQO1) w nerkach szczuréw
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4.5.10. Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowa (G6PD)

W  nerkach szczuréw narazonych na NDEA/PB odnotowano obnizenie
aktywnos$ci G6PD 0 31 %, chociaz zmiana ta nie miata charakteru znamiennoS$ci
statystycznej. Obie dawki DMU-212 spowodowaly znaczacy wzrost aktywnosci
enzymu, odpowiednio 4,5- i ponad 3-krotny w poréwnaniu z grupg narazong na
NDEA/PB. Z kolei w grupie otrzymujgcej sam DMU-212 nie zaobserwowano zmian

(tabela 4.30; ryc. 4.37).

Tabela 4.30. Aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD) w nerkach
SZCZUrow

Ekspozycja Aktywnos$¢ G6PD % zmian % zmian
[U/mg bialka] W porownaniu W porownaniu
$rednia £ SD Z grupg Z grupg

kontrolna zatruwang
kontrola 1,38+0,31 - -
DMU-212 1,36 £ 0,31 bz -
50mg/kg m.c.
NDEA/PB 0,95+ 0,14 131 -
NDEA/PB+DMU-212 5,19+ 1,53 - T447ees
20mg/kg m.c.
NDEA/PB+DMU-212 3,98+ 1,20 - 132000
50mg/kg m.c.

Réznica znamienna statystycznie w porownaniu z grupa otrzymujagcag NDEA/PB
*¢ep<0,001; bz — bez zmian

8
(X X ]
6
(XX )

—
©
4
———
8 {
Q 4
(2]
£
=
2
=1

2

0 - . - . - . .

KONTROLA DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB+DMU-212 NDEA/PB+DMU-212
50 mg/kg m.c. 20 mg/kg m.c. 50 mg/kg m.c.

Ryc. 4.37. Aktywno$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G6PD) w nerkach
SzczurOw
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4.6. Przyrost masy ciala zwierzat i masy wybranych narzadéw

Podczas trwania eksperymentu mierzono masy ciata wszystkich zwierzat
uzytych w doswiadczeniu. Pomiary wykonano po 1 tygodniu, po 4 tygodniu i nastepnie

co 4 tygodnie. Wyniki zamieszczono w tabeli 4.31.

Tabela 4.31. Sredni przyrost masy ciata szczurow [g]

Czas Ekspozycja

Kontrola DMU-212 NDEA/PB  NDEA/PB + NDEA/PB +
DMU-212 DMU-212
20mg/kg m.c. 50mg/kg m.c.

.« 7 A A B B
1 tydzien 53143  471460" 098+20  181+40 159423

4 tydzien 109.8 £ 5,6 110,2+ 6,8 141,2 + 7,5A) 136,6 4,9 128,6 +5,5 B)

8tydzien 77,6469  837+60 gogrge” 977+48 86255

12tydzieh  290+45  276+56 371:47" 437440 354%36

16 tydzieh 21,659  287448" 330+50" 236+53° 232+16"

A) zmiana znamienna statystycznie w porownaniu z grupg kontrolng, p<0,05

B) zmiana znamienna statystycznie w poréwnaniu z grupg otrzymujacg NDEA/PB,
p<0,05

Najwieksze roznice w przyroscie masy ciata wystapity po 1 tygodniu
doswiadczenia w grupie narazonej na NDEA/PB w pordwnaniu do grupy kontrolnej —
okoto 80% obnizenie. U szczuréw otrzymujacych lacznie NDEA/PB i DMU-212
obserwowano mniejsze obnizenie tego parametru (o 16% - 18%) w poréwnaniu z grupa

narazong na NDEA/PB co moze $§wiadczy¢ o korzystnym dziataniu badanego zwiazku.
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Z kolei w nastgpnych tygodniach przyrost masy ciala szczuréw, ktére otrzymaty
NDEA/PB byt o 17% - 30% wigkszy niz u zwierzat w grupie kontrolnej. W grupach
traktowanych tacznie NDEA/PB i DMU-212 wystapity niezalezne od dawki 1 czasu
eksperymentu zmiany w odniesieniu do zwierzat narazonych na NDEA/PB: 10%
zmniejszenie przyrostu w grupie 50 mg/kg po 4 tygodniach, 19% zwigkszenie przyrostu
w grupie 20 mg/kg po 12 tygodniach oraz 30% zmniejszenie przyrostu w obu grupach
po 16 tygodniach.

Podczas sekcji zwierzat pobrano watrobe, nerki, pluca, §ledziong i zmierzono

ich mas¢. Wyniki pomiaré6w w postaci wzglednych mas przedstawiono w tabeli 4.32.

Tabela 4.32. Wzgledne masy narzadow *

Narzad Ekspozycja

Kontrola DMU-212 NDEA/PB NDEA/PB + NDEA/PB +
DMU-212 DMU-212
20mg/kg m.c. 50mg/kg m.c.

Watroba 36,57 +£266 3917+280 41784054 4474724 4649+371

Nerki 6,48+0,47 651+040 5,98+0,62 6,31+ 0,61 6,48 + 0,58

Sledziona 2,14+0,17 2114025 1g7.024" 195026 2,05+0,15

Pluca 4,14+0,40 4,18+030 4,03+0,27 4,04+037  4,44+0,69

A) zmiana znamienna statystycznie w pordwnaniu z grupg kontrolng, p<0,05
X — masa narzadu/masa ciata x 1000

Jedynymi ~ znamiennymi  statystycznie =~ zmianami  mas  narzadoéw
zaobserwowanymi w niniejszym eksperymencie byly niewielki wzrost masy watroby
| obnizenie masy S$ledziony u szczuréw narazonych na NDEA/PB. Ze wzgledu na
niewielkie nate¢zenie tych zmian nie przypisuje si¢ im znaczenia biologicznego.

Zastosowany w pracy model kancerogenezy chemicznej polegajacy na podaniu
pojedynczej dawki NDEA nie ma na celu wywotania wyraznych efektow toksycznych.
Pomiar masy ciala, stosowany powszechnie w badaniach na zwierzetach, jest mato
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specyficznym, ale do$¢ czulym wskaznikiem uszkodzen wywolanych przez
ksenobiotyk. Przedstawione wyzej wyniki wskazuja, ze toksyczne dziatanie NDEA
ujawnito si¢ bezposrednio po podaniu kancerogenu natomiast w nast¢pnych tygodniach
przyrost masy ciala szczuréw byt nawet wiekszy niz w grupie kontrolnej. W dostepnym
pisSmiennictwie nie znaleziono wyjasnienia tego zjawiska. Wprawdzie wielu autorow
stosowato identyczny model eksperymentu jednak w publikacjach nie zamieszczali
wynikow kontroli masy ciata zwierzat [160,161,162,163]. Wplyw DMU-212 na
omawiany parametr u zwierzat narazonych na NDEA byl niewielki 1 mato
konsekwentny pod wzgledem kierunku zmian i zalezno$ci od dawki, stad trudno mu

przypisa¢ wieksze znaczenie.
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5. DYSKUSJA

Rak watrobowokomoérkowy (HCC — hepatocellular carcinoma) jest piatag
najczesciej diagnozowang chorobg na $wiecie 1 drugg najczestszg przyczyng zgonow
U mezczyzn [164,165]. HCC jest rowniez gtowng przyczyng $mierci wérdd pacjentow
z marskoscig watroby [166]. Ponadto nowotwoér ten jest rzadko wykrywany
W poczatkowym etapie, a po wykryciu leczenie jest znacznie utrudnione i cz¢sto daje
niepomyslne rokowania [167].

Pomimo znacznego postepu w diagnostyce i terapii nowotworéw medycyna nie
dysponuje skutecznymi S$rodkami do leczenia HCC. Zatwierdzony przez Agencje
Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) oraz Europejska Agencije
Lekow (ang. European Medicines Agency, EMA) sorafenib, inhibitor wielu kinaz
(ang. multikinase inhibitor) wydtuza przezycie chorych z HCC o okoto 3 miesigce [168].

W  terapii nowotworéw dominujg obecnie chemioterapia 1 radioterapia,
inwazyjne metody powodujace uszkodzenie rowniez zdrowych komorek. W takiej
sytuacji na znaczeniu zyskuje chemoprewencja, postgpowanie polegajace na
hamowaniu powstawania nowotworu na roznych etapach jego rozwoju nie
dopuszczajac do fazy inwazji. Udowodniono, ze wiele substancji naturalnych
pochodzenia roslinnego wykazuje takie wtasciwosci [169].

Szczegblnie duzym zainteresowaniem wsrdd tych substancji cieszy si¢ pochodna
stylbenu, resweratrol. Jednak cechg ograniczajacg zastosowanie resweratrolu jako
czynnika chemoprewencyjnego jest jego niska biodostgpnosé, Sspowodowana
intensywnym sprzeganiem z kwasem siarkowym i glukuronowym [170]. Sktania to do
poszukiwan analogéw tego naturalnego stylbenu, ktére zachowujac aktywnos$é¢
biologiczng resweratrolu charakteryzowalyby si¢ lepsza biodostgpnoscia 1 wieksza
trwalo$cig w ustroju. Jednym z analogdéw resweratrolu o obiecujacych wiasciwosciach
jest przedmiot niniejszych badan 3,4,5,4’-tetrametoksystylben, okreslany jako
DMU-212. Zastapienie trzech grup hydroksylowych w strukturze resweratrolu grupami
metoksylowymi oraz dodanie jednej grupy metoksylowej w pozycji 4’ pierScienia
fenylowego, doprowadzito do zwigkszenia biodostepnosci tej pochodnej [247].

Doniesienia wielu autoréw dowodza, ze DMU-212 jest zwigzkiem

0 potencjalnym, wielokierunkowym dziataniu przeciwnowotworowym [2-5]. Jednak
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dane o aktywnosci przeciwnowotworowej DMU-212 pochodzg glownie z badan in vitro
I nielicznych eksperymentéw z wykorzystaniem modeli zwierzecych [3,7].

W niniejszej pracy podjeto probg oceny czy istnieje zwigzek pomig¢dzy
aktywnos$cig  antyoksydacyjng DMU-212 a  potencjalnymi  wlasciwosciami
chemoprewencyjnymi i przeciwnowotworowymi w modelu zwierzecym. Cel ten
realizowano oznaczajac wybrane parametry stresu oksydacyjnego w watrobie szczurow
narazonych na N-nitrozodietyloamine, ktorym rownolegle podawano badany zwigzek.
Przeprowadzono tez analize ekspresji mRNA wybranych enzymoéw antyoksydacyjnych
oraz oznaczono metoda immunohistochemiczng ekspresje kilku biatek, wczesnych

markerdéw procesu nowotworowego w watrobie.

5.1. Parametry stresu oksydacyjnego

Udowodniona rola stresu oksydacyjnego w etiologii nowotworéw uzasadnia
stosowanie naturalnych i syntetycznych przeciwutleniaczy w zapobieganiu tym
chorobom. W celu monitorowania stanu zaawansowania procesu patologicznego oraz
skuteczno$ci badanych przeciwutleniaczy stosuje si¢ odpowiednie biomarkery
odzwierciedlajace uszkodzenia najwazniejszych makroczasteczek komorkowych.
Powszechnie stosowanym markerem peroksydacji lipidow jest dialdehyd malonowy
(MDA) oznaczany na podstawie reakcji z kwasem tiobarbiturowym. Poniewaz inne
zwigzki powstajace w procesie peroksydacji rowniez reaguja z tym odczynnikiem,
poziom peroksydacji lipidow wyraza si¢ czgsto jako thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS). Pomimo szerokiego stosowania metody jest ona przedmiotem
pewnych zastrzezen, z ktorych najwazniejsze to brak selektywnos$ci oraz powstawanie
barwnych artefaktéw pod wptywem ogrzewania w silnie kwasnym $rodowisku. Jednak
wielu autorow podkresla, ze metoda ta jest odpowiednia w pewnych uktadach
eksperymentalnych, w ktorych chodzi glownie o wykazanie rdznic tego parametru
pomiedzy grupami zwierzat, a nie o oznaczenie bezwzglednej zawartosci produktow
peroksydacji lipidow [171,172]. Poza tym uwaza si¢, ze pomiar TBARS jest
wiarygodnym markerem w odniesieniu do zdefiniowanych systemow takich jak
liposomy i mikrosomy a nie powinien by¢ stosowany do ptyndéw ustrojowych i tkanek
[173]. Uszkodzenie lipidow w mikrosomach watroby oceniano stosujac dwie formy
testu z kwasem tiobarbiturowym: oznaczano poziom samorzutnej (nieindukowanej)

oraz indukowanej nieenzymatycznie (Fe®* /askorbinian) peroksydacji lipidow. Test bez
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indukcji pozwala na oceng tylko biezacego stanu uszkodzenia natomiast stymulacja
procesu peroksydacji w izolowanych mikrosomach ex vivo informuje o ich wrazliwosci
po narazeniu zwierzecia na rézne czynniki uszkadzajace np. zwigzki chemiczne.

Czesto stosowanym markerem oksydacyjnych uszkodzen biatek sg grupy
karbonylowe (ang. protein carbonyls, PC ). Sa one bardziej stabilne niz inne produkty
uszkodzenia biatek oraz wrazliwe na suplementacj¢ przeciwutleniaczami. Poza tym
indukcja grup karbonylowych jest wzglednie trudna, stad ich obecno$¢ $swiadczy
0 wystgpieniu silnego stresu oksydacyjnego [63]. Metoda ELISA z zastosowaniem
przeciwcial anty-DNP (dinitrofenylohydrazyna) jest czuta i powtarzalna oraz wymaga
niewielkich ilo$ci materiatu.

Uszkodzenie DNA jest jednym z podstawowych czynnikéw dajacych poczatek
procesowi kancerogenezy, dlatego poszukujgc nowych $rodkow chemoprewencyjnych
nalezy bra¢ pod uwage zdolno$¢ przeciwdzialania mutacjom. Do analizy uszkodzen
DNA zastosowano elektroforez¢ zelowa pojedynczych komodrek okreslang terminem
test kometowy (comet assay). Metoda ta identyfikuje jedno- lub dwu-niciowe peknigcia
DNA oraz modyfikacje chemiczne, ktére moga przeksztatci¢ si¢ w pekniecia. Test ten
umozliwia detekcj¢ uszkodzen oraz okreslenie sprawnosci ich naprawy [174].

Przeprowadzony eksperyment potwierdzit prawidlowy wybdr modelu
doswiadczalnego o czym s$wiadczy dlugotrwaly pro-oksydacyjny efekt pojedynczej
dawki NDEA/PB utrzymujacy si¢ przez 16 tygodni. W watrobie szczuréw
otrzymujagcych NDEA/PB nastgpit 28% wzrost poziomu samorzutnej (ryc. 4.2) oraz
49% wzrost stymulowanej peroksydacji lipidow (ryc. 4.3). Niektorzy autorzy stosujacy
ten sam model kancerogenezy u szczura stwierdzili znaczny, 2-10-krotny, wzrost
poziomu peroksydacji lipidow w watrobie [159,160-163,175]. Jednak w innych
doniesieniach wzrost stezenia TBARS byt zblizony do opisanego w niniejszej pracy,
65-82% [176-178].

W przeciwienstwie do obserwowanego W niniejszym eksperymencie
umiarkowanego poziomu uszkodzenia biatka, 47% wzrost stgzenia  grup
karbonylowych, inni autorzy zanotowali okoto 3-krotny wzrost zawartosci tego markera
pod wptywem NDEA/PB [175,163]. Efektem dlugotrwatego stresu oksydacyjnego byto
tez 33% obnizenie zasobow zredukowanego glutationu w watrobie W zakresie
zblizonym do obserwowanego przez innych autorow, 37-52% [160,176-178]. Sa tez

doniesienia, w ktorych opisano brak zmian tego parametru [161], a nawet wzrost
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stezenia [157,159, 167,179-181] u szczuréw narazonych na NDEA. Przyczyna tych
rozbiezno$ci moga by¢ roéznice w odstepach czasu pomigdzy podawaniem NDEA
a pobieraniem probek watroby. Przyczyn wspomnianych wyzej réznic w poziomie
watrobowego glutationu u zwierzat narazonych na NDEA mozna tez upatrywaé
w mechanizmie syntezy tego tripeptydu. Pierwszym etapem syntezy GSH jest reakcja
cysteiny i kwasu glutaminowego katalizowana przez syntetaze y-glutamylocysteiny
(y GCS). Pomiedzy tym etapem syntezy a stezeniem GSH w komorce istnieje ujemne
sprz¢zenie Zwrotne, co oznacza, ze obnizenic stezenia glutationu, na przyktad pod
wplywem stresu oksydacyjnego, moze spowodowaé przejSciowy wzrost aktywnosci
v GCS, co w konsekwencji prowadzi do wzrostu zawartosci GSH [182].

Obnizenie stgzenia GSH skutkuje szybkim wzrostem stezenia nadtlenkow
lipidow [183], co moze spowodowa¢ nagromadzenie H;O0, w komorce,
a w konsekwencji jej uszkodzenie. Gdy poziom GSH obnizy si¢ o 80—90% dochodzi do
kumulacji disulfidu glutationu (GSSG), co powoduje zahamowanie aktywnos$ci
peroksydazy glutationowej (GPx) oraz wysycenie reduktazy glutationowej (GR) [184].
Obnizenie st¢zenia GSH w komorce moze tez by¢ spowodowane powstawaniem
koniugatow GSH z ksenobiotykami. Sg to reakcje spontaniczne lub katalizowane przez
S-transferazy glutationowe obecne w cytozolu watroby [185].

Obserwowany w niniejszym eksperymencie wzrost poziomu uszkodzen DNA
pod wptywem NDEA/PB byt prawdopodobnie spowodowany przez elektrofilowe
metabolity kancerogenu i/lub reaktywne formy tlenu (RFT). Powstajacy w procesie
biotransformacji NDEA jon karboniowy jest zdolny do nukleofilowego alkilowania
DNA i innych waznych dla organizmu makroczasteczek zawierajacych ugrupowanie
nukleofilowe. Wzrost stezenia RFT prowadzi do zwigkszenia liczby oksydacyjnych
uszkodzen DNA m.in. uszkodzen pojedynczych zasad azotowych, peknig¢ nici DNA,
tworzenia adduktow [186,187] oraz zaniku sprawnosci Systeméw naprawy DNA.
Nagromadzenie uszkodzen oksydacyjnych DNA ostatecznie moze doprowadzi¢ do
zapoczatkowania procesu kancerogenezy [188,189].

Dotychczasowe badania prowadzone z wykorzystaniem testu kometowego
wykazaty, ze ekspozycja szczurOw na NDEA uszkadza DNA zar6wno w watrobie
[190,191], jak rowniez w leukocytach krwi [192].

Podawanie obu dawek DMU-212 szczurom potraktowanym wczesniej

NDEA/PB zmniejszylo w pewnym stopniu uszkodzenia oksydacyjne lipidow,
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odpowiednio 0 29% i 19%, oraz bialek o 17% 1 31%. Jednak poziom uszkodzen DNA
wywotanych przez NDEA/PB (47%) nie obnizyt si¢ (ryc. 4.5).

Korzystnym efektem wywotanym przez badany zwigzek byl wzrost stezenia
najwazniejszego przeciwutleniacza komorkowego, zredukowanego glutationu. Poziom
glutationu obnizony pod wplywem NDEA/PB (33%) ulegt podwyzszeniu w sposob
zalezny od dawki, odpowiednio 0 30% i 55% (ryc. 4.1).

Wiele przeciwutleniaczy polifenolowych ma zdolno$¢ indukowania ligazy
glutaminowo-cysteinowej, enzymu katalizujgcego pierwszy ctap syntezy glutationu
[193]. Na przyktad wykazano, ze niektore flawonoidy jak kwercetyna, kemferol,
apigenina zwigkszaly ekspresj¢ genu tego enzymu w linii komoérkowej COS-1
powodujac wzrost stezenia glutationu [194]. Mozna przypuszczaé, ze DMU-212,
zwigzek o strukturze polifenolu, moze rowniez na tej drodze indukowac synteze
glutationu, co obserwowano szczegélnie w grupach szczuréw poddanych wczesniej
dziataniu NDEA/PB. Innej przyczyny wzrostu stezenia glutationu w tych grupach
mozna upatrywa¢ w mniejszym zuzyciu GSH w wyniku zmniejszenia stresu
oksydacyjnego przez DMU-212.

Zasadniczym elementem ochrony komoérki przed stresem oksydacyjnym sa
enzymy antyoksydacyjne, ktorych rola polega na rozkladzie reaktywnych form tlenu
albo na hamowaniu ich powstawania. Jezeli stezenie RFT osiggnie poziom, ktory
przekracza zdolnosci przeciwutleniajace komorki, nastepuje nieodwracalne uszkodzenie
jej sktadnikoéw [195].

Do programu badan opisanych w niniejszej pracy oprocz typowych enzymow
antyoksydacyjnych wlaczono rdéwniez dehydrogenaze glukozo-6-fosforanowa ze
wzgledu na istotng rol¢ tego enzymu w utrzymaniu rownowagi redoks w komorce.
Enzym ten bierze udzial w produkcji NADPH, kofaktora reduktazy glutationowej
katalizujacej regeneracje zredukowanego glutationu na drodze redukcji disulfidu
(GSSQG).

OdpowiedZz wszystkich enzymow antyoksydacyjnych na stres oksydacyjny
wywotany przez NDEA/PB byla konsekwentna — nastapito obnizenie ich aktywnos$ci
032-77% Podobny efekt, 16-60% obnizenie aktywnosci w analogicznym modelu
doswiadczalnym, obserwowali tez inni autorzy [159,162,176,177]. Taka reakcj¢ mozna

przypisa¢ inaktywacji enzymoéw przez wolne rodniki wytwarzane w procesie
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biotransformacji NDEA [196], co znajduje potwierdzenie w opisanym wyzej wzroscie
poziomu peroksydacji lipidow.

Opublikowane dotychczas dane dotyczace wptywu NDEA na S-transferaze
glutationowa (GST) sg do$¢ rozbiezne. Niektorzy autorzy wykazali 30% - 40%
obnizenie aktywnos$ci [160,178] natomiast w innych eksperymentach obserwowano
wzrost aktywnos$ci enzymu o 70% [159] oraz 400% [161].

Wedlug powszechnie akceptowanego pogladu, stres oksydacyjny o matym
nasileniu wywoluje w komorce aktywacj¢ mechanizmu obronnego polegajacego na
indukcji cytoprotekcyjnych enzymow: antyoksydacyjnych, II fazy biotransformacji,
katalizujacych produkcje NADPH oraz naprawe DNA. Indukcja genéow kodujacych te
enzymy jest regulowana przez fragment DNA okres$lany jako element odpowiedzi
antyoksydacyjnej (ARE, antioxidant response element). W procesie aktywacji genow
zaleznych od ARE biorg udziat dwa biatka: czynnik transkrypcyjny Nrf2 (ang. nuclear
factor erythroid 2-related factor 2) oraz Keapl(Kelch-like ECH-associated protein 1).
W warunkach fizjologicznych biatka te tworzg w cytoplazmie kompleks, ktory ulega
rozktadowi pod wplywem stresu oksydacyjnego. Uwolniony Nrf2 przemieszcza si¢ do
jadra, gdzie taczy si¢ z ARE inicjujac transkrypcje cytoprotekcyjnych genow [11,12].
Wystepujacy w cytoplazmie kompleks Nrf2 — Keapl spetnia funkcje sensora potencjatu
oksydoredukcyjnego [13,14]. Zwigkszony stres oksydacyjny jest jednym z czynnikow
wywolujacych  proces nowotworowy, natomiast Nrf2 regulujacy enzymy
przeciwutleniajgce, odgrywa zasadnicza role¢ w zmniejszaniu poziomu RFT zdolnych do
uszkodzenia DNA [15]. Badania wykazaty, ze niektore zwigzki naturalne, m.in.
resweratrol, moga aktywowa¢ uktad Nrf2-Keapl-ARE [9,10]. Natomiast wysoki
poziom RFT moze powodowa¢ uszkodzenia enzyméw prowadzac do obnizenia ich
aktywnosci [197].

W niniejszym eksperymencie nie obserwowano mobilizacji systemu obronnego
komorek watroby wobec prooksydacyjnego dziatania NDEA/PB poniewaz nie nastgpit
wzrost aktywnosci enzymoOw antyoksydacyjnych. Mozna przypuszczaé, ze
w warunkach eksperymentu nie zadziatal opisany wyzej mechanizm pobudzajacy
transkrypcje genow kodujacych oznaczane enzymy. Potwierdzajg to badania Bishayee
I wsp. ktorzy w podobnym eksperymencie nie stwierdzili translokacji Nrf2 do jadra pod

wpltywem NDEA/PB [163,175].
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Jednak poréwnanie wynikéw ekspresji mRNA enzyméw antyoksydacyjnych
oraz ich aktywno$ci w watrobie szczuréw narazonych na NDEA/PB ujawnia brak
zgodnos$ci pomiedzy tymi parametrami. Odnotowano wzrost ekspresji genow sod2, gst,
ngol odpowiednio o 44%, 49% i 53% (ryc. 4.13; ryc. 4.17; ryc. 4.18), podczas gdy
aktywno$¢ tych enzymow byla obnizona w poréwnaniu z grupa kontrolng 0 37%, 37%
151% (ryc. 4.6; ryc. 4.10 - 4.11).

Podobng rozbieznos¢ obserwowano u szczurdéw, ktére otrzymywaly lacznie
NDEA/PB + DMU-212. U zwierzat tych nie nastgpily zmiany aktywnosci CAT, GR
I GST, natomiast aktywno$¢ GPx i NQO1 wzrosta odpowiednio o 41% i 102% pod
wplywem nizszej dawki zwigzku. Ta sama dawka DMU-212 spowodowata obnizenie
aktywnosci SOD o 49%. Natomiast uktad wynikow pomiaru poziomu ekspresji mRNA
wigkszosci enzymow (za wyjatkiem Gpx oraz G6pd) w tych grupach szczurow byt
konsekwentny: obnizenie ekspresji po nizszej dawce DMU-212 w zakresie 55-92%
oraz wzrost (za wyjatkiem G6pd i Ngol) pod wplywem wyzszej dawki o 24% - 69%,
w poréwnaniu z grupg traktowang tylko NDEA/PB. Poziom transkryptu Nqol obnizyt
si¢ pod wptywem obu dawek DMU-212, odpowiednio 0 55% i 24%.

Rozbieznosci pomiedzy aktywnoscig a ekspresja genu nie stwierdzono dla
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Zarowno kierunek jak tez nasilenie zmian obu
omawianych parametrow byly zgodne w poszczegodlnych grupach zwierzat. U szczurow
traktowanych NDEA/PB nastapit 48% wzrost aktywnosci oraz poziomu MRNA.
Frederiks i wsp. [198] rowniez obserwowali wzrost aktywnosci G6PD w zmianach
preneoplastycznych indukowanych w watrobie szczura pod wptywem NDEA. Zjawisko
to interpretowali jako reakcje¢ obronng komorki poniewaz podwyzszona aktywnosc
enzymu ulatwia regeneracje glutationu co oznacza wigkszg odporno$¢ na dziatanie
RFT. W grupie otrzymujacej tacznie NDEA/PB i DMU-12 w dawce 20 mg/kg
obserwowano 31% wzrost aktywnosci oraz poziomu transkryptu G6PD. Podobnie
W grupie otrzymujacej wyzsza dawke obserwowano niewielkie nieznamienne
statystycznie obnizenie zarowno aktywnosci jak i poziomu mRNA.

Inni autorzy réwniez obserwowali brak korelacji pomigdzy poziomem biatka
I aktywnos$cig roznych enzymow oraz ekspresjg mRNA. Sugerujg oni istnienie pewnego
progu ekspresji mRNA, ktorego osiggniecie jest niezbgdne zanim nastgpi translacja
biatka [199]. Inng przyczyna tych rozbieznosci moga by¢ modyfikacje post-

transkrypcyjne i post-translacyjne oraz proteosomalna degradacja biatka [200]. Ten
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ostatni proces odbywa si¢ w systemie proteasom-ubikwityna. Proteasomy obecne
W cytozolu 1 jadrze sa zlozonymi kompleksami enzymatycznymi; ubikwityna jest
biatkiem o funkcji znacznika wskazujgcego substraty do zniszczenia. Sprawna
degradacja bialek przez ten szlak jest istotna dla transdukcji sygnatlu, regulacji
transkrypcji, odpowiedzi na stres oraz kontroli czynnosci receptorow [201].
Wymienione czynniki sprawiajg, ze zmiany w transkrypcji gendw nie sa bezposrednio
odzwierciedlane przez aktywno$¢ enzymu w stopniu wynikajacym z wielkosci tych
zmian [202].

Wyniki ekspresji mRNA prawie wszystkich enzymoéw antyoksydacyjnych
wykazuja pewna prawidtowosé. Nizsza dawka DMU-212 powodowala zmniejszenie
ekspresji mRNA (oprocz GPx i G6pd) natomiast po wyzszej dawce poziom transkryptu
(oprocz Nqol i G6pd) wzrastal w poréwnaniu z grupg narazong na NDEA/PB (ryc. 4.13
- 4.14; ryc. 4.16 - 4.17). Ten typ zaleznos$ci efektu od dawki okreéla si¢ jako dwufazowy
(biphasic dose-response). Zjawisko dwufazowej reakcji na dawke/stezenie bylo juz
obserwowane dla prototypowego zwigzku, resweratrolu, gltownie w modelach
doswiadczalnych z uzyciem linii komorkowych [203,204]. Na przyktad wykazano, ze
resweratrol dwufazowo moduluje proliferacje ludzkich komodrek nabtonka oraz
komorek $ledziony powodujac stymulacje ich wzrostu w niskich st¢zeniach oraz
zahamowanie wzrostu pod wplywem wysokich st¢zen. Podobnie niskie stezenia
resweratrolu zwickszaty ekspresje oksygenazy hemowej-1 w komodrkach migéni
gtadkich aorty, ale efekt wyzszych stezen byt odwrotny. Znacznie mniej przyktadow
tego typu odpowiedzi odnotowano w eksperymentach na zwierzetach. Wysokie dawki
resweratrolu nasilaty zmiany miazdzycowe u krolikéw karmionych pasza
wysokocholesterolowa oraz powodowatly uszkodzenie nerek, ale jednoczesnie
hamowaty rozw6j nowotworow [204]. Ponadto resweratrol dziatal ochronnie wobec
wrzodow zotadka indukowanych indometacyng u myszy, ale tylko w nizszych
dawkach. Wyzsze dawki zastosowane w cytowanym eksperymencie powodowaly efekt
przeciwny [205].

W literaturze opisano szereg innych zwigzkow o charakterze przeciwutleniaczy
wykazujacych efekt dwufazowy. Kwas kawowy dodawany do paszy indukowat
hiperplazje¢ oraz guzy w zotadku 1 nerkach szczuréw 1 myszy, natomiast dawka nizsza
0 rzad wielkos$ci powodowata efekt przeciwnowotworowy. Zmiany neurodegeneracyjne

indukowane u myszy przez N-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyne zostaly
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zahamowane przez niskie dawki zielonej herbaty, podczas gdy wyzsze dawki nasilaty
efekt toksyczny. Genisteina w wysokich st¢zeniach hamowata wzrost komorek
nowotworowych piersi in vitro, natomiast nizsze o rzad wielkoSci stezenia indukowaty
proliferacje [206]. Aktywno$¢ modelowego przeciwutleniacza P-karotenu takze jest
zalezna od dawki. Niskie stgzenia [-karotenu dzialaly antyoksydacyjnie
I przeciwzapalnie wobec komorek HL60, efekt wyzszych stezen byt odwrotny, nastgpita
stymulacja wytwarzania prozapalnych mediatoréw takich jak TNFa i IL-8 [207].

Dane te zdaja si¢ potwierdzac poglad, ze efekt antyoksydacyjny wielu zwigzkow
polifenolowych wystepuje tylko w nizszych dawkach, natomiast zbyt wysokie dawki
moga wykazywac¢ paradoksalnie dzialanie prooksydacyjne [207]. Niektorzy badacze
sugeruja, ze zwigzki te wchodza w interakcje z komorkowymi szlakami sygnalowymi
I wptywaja na ekspresj¢ genéw enzymow antyoksydacyjnych [208,209].

Podanie DMU-212 szczurom nienarazonym na kancerogen spowodowato
niewielki nieznamienny statystycznie wzrost zawartosci glutationu o 19% oraz lekkie
(nieznamienne statystycznie) obnizenie nieindukowanej peroksydacji lipidow 0 13%
(ryc. 4.1) oraz (ryc. 4.2). Odpowiedz enzymoéw antyoksydacyjnych byta zréznicowana.
Nastgpito obnizenie aktywnosci CAT, GST, GPx oraz GR odpowiednio 0 14%, 12%,
26% 1 44% przy czym tylko dwie ostatnie zmiany wykazatly znamiennos$¢ statystycznag.
Wzrost aktywnosci SOD nie byl znamienny statystycznie, natomiast zanotowano
znaczny, 87%, wzrost aktywnosci NQO1 (ryc. 4.11).

Obnizenie aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych moglo by¢ spowodowane
poprawa stanu redoks komorek watroby na skutek podawania egzogennego
przeciwutleniacza [210], o czym $wiadcza wspomniane wyzej niewielkie zmiany
w poziomie GSH 1 peroksydacji lipidéw. Interpretacj¢ t¢ potwierdza obnizona ekspresja
mRNA wymienionych enzymow w tej grupie szczurow(ryc. 4.13 — ryc. 4.18).

Nie mozna rowniez wykluczy¢ inhibicji wymienionych enzymow przez badany
zwigzek poniewaz zjawisko takie obserwowano w odniesieniu do innych
polifenolowych przeciwutleniaczy. Breinhold i wsp. wykazali hamowanie aktywnoS$ci
CAT, GPx oraz GR w krwinkach czerwonych szczura pod wplywem chryzyny,
kwercetyny i genisteiny [210]. Obnizenie aktywnosci GR obserwowano w komorkach
watroby szczura inkubowanych z delfinidyng, kemferolem, kwercetyng, luteolina,
naringening i apigening [211]. Niektorzy autorzy wyrazaja poglad, ze obnizenie

aktywnos$ci GR moze paradoksalnie wykazywa¢ korzystny efekt, poniewaz ufatwia to
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utlenianie glutationu i wspomaga usuwanie nadtlenku wodoru z komorki. Jednak efekt
taki wystepuje, jezeli obnizeniu aktywnos$ci GR towarzyszy wzrost aktywnosci GPx,
Czego nie zanotowano w niniejszym eksperymencie [212].

Znaczny wzrost aktywnosci NQOI1 moze sugerowaé, ze DMU-212 jest
induktorem tego enzymu. NQOI1 katalizuje dwuelektronowa redukcje zwiazkoéw
0 strukturze chinonéw prowadzac do ich detoksykacji. Substratami enzymu sa zwigzki
o udowodnionych wtasciwosciach kancerogennych: epoksydy, chinonoiminy, barwniki
azowe oraz nitrozowe pochodne amin aromatycznych [213]. NQO1 ulega indukcji pod
wplywem 3-metylocholantrenu, dioksyny, B-naftoflawonu oraz sulforafanu, a takze
wielu zwigzkow flawonoidowych, takich jak kemferol, galangina, kwercetyna,
apigenina, genisteina [115]. Zdolnoé¢ indukowania NQO1 wykazuje takze resweratrol,
co udowodniono podajac szczurom ten zwigzek przez 28 dni [214].

Indukcje enzymu odgrywajacego istotng role w detoksykacji kancerogenow
nalezy uzna¢ za korzystng cechg¢ aktywnosci biologicznej DMU-212 warunkujaca

W czgsci potencjalne dzialanie chemoprewencyjne tego zwigzku.

5.2 Badania immunohistochemiczne

W celu wykazania zmian zwigzanych z procesem kancerogenezy, w watrobie
szczurOw wykonano oznaczenia ekspresji wybranych biatek.

Ogniskowe zmiany ekspresji gamma-glutamylotransferazy (GGT) oraz izoformy
lozyskowej S-transferazy glutationowej (pGST) uwazane s3 za markery wczesnych
zmian neoplastycznych. Poziom biatka pGST jest bardzo niski w prawidiowych
tkankach. Jego ekspresja wzrasta w wyniku narazenia na kancerogen, albo
W pojedynczych komoérkach albo w skupiskach komorek tworzac tzw. ogniska. Wedlug
powszechnie przyjetego pogladu ta forma GST jest dobrym markerem zmian
preneoplastycznych w watrobie [215].

W niniejszym eksperymencie nie stwierdzono ekspresji biatka pGST w zadnej
z grup, rowniez u zwierzat narazonych na NDEA/PB. Podobne wyniki uzyskali
Fukushima i wsp. [216], ktorzy nie obserwowali pGST-pozytywnych ognisk w watrobie
szczuro6w narazonych przez 16 tygodni na 10 ppm NDEA w wodzie do picia. Autorzy
sugeruja, ze przyczyng byta niska dawka kancerogenu. Mozna przypuszczaé, ze dawka
NDEA zastosowana jednorazowo w prezentowanym eksperymencie byla rowniez zbyt

niska, aby wywota¢ ekspresje tego bialka. Ponadto wykazano, ze fenobarbital
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stosowany jako promotor kancerogenezy zainicjowanej przez NDEA/PB moze
hamowac ekspresje pGST [217].

Gamma-glutamylotransferaza (GGT) katalizuje rozktad glutationu do
pojedynczych aminokwasow, ktore sg zuzywane m.in. do resyntezy tego tripeptydu.
Udziat GGT w metabolizmie glutationu uzasadnia zaliczenie tego enzymu do
sktadnikéw systemu obrony komorki przed stresem oksydacyjnym. Wzmozona
ekspresja GGT wystepuje w nowotworach réznych organow i tkanek u ludzi co
znalazto potwierdzenie w aktywnie proliferujgcych preneoplastycznych ogniskach
komoérek w watrobie zwierzat narazonych na kancerogeny. Reaktywne formy tlenu
odgrywajace istotng role w procesie kancerogenezy powoduja jednoczes$nie wzrost
ekspresji GGT obserwowany w guzach nowotworowych. Uzasadnia to wykorzystanie
GGT jako markera wczesnych zmian neoplastycznych [218].

W niniejszym eksperymencie zanotowano wzrost ekspresji GGT w watrobie
szczurow narazonych na NDEA/PB (ryc. 4.22). DMU-212 spowodowal obnizenie
ekspresji tego biatka jednak dziatanie takie wykazata tylko nizsza dawka (ryc. 4.23).
Przyczyna tego zjawiska jest trudna do wyjasnienia na podstawie przyjetego
W prezentowanej pracy zakresu badan.

Jadrowy antygen komorek proliferujacych (PCNA) odgrywa zasadniczg rolg
w replikacji i naprawie DNA, utrzymaniu struktury chromatyny oraz w kontroli cyklu
komorkowego. Poniewaz poziom ekspresji PCNA jest $cisle zwiazany z proliferacja
I transformacja nowotworowa, biatko to znalazto zastosowanie jako marker proliferacji
zarowno do oceny rozwoju nowotworu jak tez skutecznos$ci terapii
przeciwnowotworowej [219].

W prezentowanym eksperymencie nie odnotowano ekspresji PCNA w watrobie
szczuréw narazonych na NDEA. Przyczyna moze by¢ bardzo wczesny charakter
potencjalnych zmian preneoplastycznych.

W watrobie szczur6w oznaczono tez metodg immunohistochemiczng trzy inne
bialka, produkty gen6w supresorowych: Ki67, Rb1 oraz p53.

Ki67 jest niehistonowym biatkiem jadrowym obecnym we wszystkich fazach cyklu
komoérkowego oprocz fazy GO. Liczba komoérek wykazujacych ekspresje tego biatka
obrazuje pule komorek dzielacych si¢ 1 jest zalezna od aktywnos$ci proliferacyjnej
nowotworu. Uwaza si¢, ze biatko to jest dobrym wskaznikiem frakcji dzielacych sig¢

komorek i wykorzystywane jest do prognozowania rozwoju niektérych nowotworow [220].
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W watrobie zwierzat narazonych na NDEA/PB nie zanotowano ekspresji Ki67,
co moze oznaczaé, ze potencjalne zmiany neoplastyczne miaty charakter bardzo
wczesny nie zwigzany z hiperplazjag komoérek, o czym $wiadczy roéwniez wspomniany
wczesniej brak ekspresji PCNA.

Funkcja biatka RB (nazwa pochodzi od siatkowczaka — retinoblastoma-
rzadkiego nowotworu oka spowodowanego mutacja w genie Rbl) jest zapobieganie
podziatlowi komorki z uszkodzonym DNA przez zatrzymanie cyklu komoérkowego na
etapie przejscia z fazy G1 do fazy S, co uniemozliwia replikacje uszkodzonych genow.
RB odgrywa istotng rol¢ w utrzymaniu stabilnosci genomu, moduluje apoptozg,
réznicowanie komoérek i1 angiogeneze [221]. Wedlug przyjetego pogladu uwaza
si¢ biatko RB za antyapoptotyczne, ktore zatrzymuje cykl podziatu komorki i przerywa
proces wewnatrzkomdrkowej transdukcji sygnaldow niezbednych do wywotania
apoptozy. Ostatnio wykazano jednak, ze biatko to w zaleznos$ci od typu komoérek
I stopnia ufosforylowania moze rowniez stymulowac proces apoptozy. W wigkszosci
nowotworow u ludzi stwierdzono inaktywacj¢/obnizong ekspresje RB [221,222].
W watrobie szczuro6w narazonych na NDEA/PB obserwowano ekspresje tego biatka co
mozna interpretowa¢ jako mobilizacje systemu obronnego komorki (ryc. 4.24).
Ekspresja RB nie wystapita jednak u zwierzat otrzymujacych lacznie NDEA/PB oraz
DMU-212 (ryc. 4.25). Moze to sugerowal zmniejszenie przezycia komorek
preneoplastycznych pod wptywem DMU-212.

Biatko p53 uwazane jest za ,straznika genomu” (guardian of the genome)
inalezy do czynnikow transkrypcyjnych odgrywajacych istotng role w procesie
apoptozy. Najwazniejszym sygnalem aktywujacym p53 jest uszkodzenie DNA.
Promieniowanie jonizujace, alkilacja zasad lub atak wolnych rodnikow moze w r6zny
sposob zmieniaé strukture DNA. Sygnat o uszkodzeniu jest przekazywany do bialka
p53, stymuluje jego wigzanie si¢ z odpowiednimi sekwencjami DNA 1 pobudza
ekspresj¢ roznych gendéw kodujacych biatka odpowiedzialne m.in. za apoptoze,
zatrzymanie cyklu komorkowego lub naprawe DNA. Dwa pierwsze procesy odgrywaja
najistotniejsza rol¢ w hamowaniu wzrostu komoérek nowotworowych. W wigkszosci
nowotworow gen kodujacy p53 jest nieaktywny z powodu mutacji co uniemozliwia
produkcje prawidtowego biatka, a tym samym zwicksza szans¢ komorek rakowych na
przezycie [223,224]. Akumulacja biatka p53 wystepuje gtownie po modyfikacjach
post-translacyjnych, ktore hamuja jego degradacje proteosomalng [225].
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Jak wspomniano wyzej jednym z czynnikéw aktywujacych p53 jest stres
oksydacyjny, ktéorego zrédlem w niniejszym eksperymencie byl zastosowany
kancerogen.

U szczurow narazonych na NDEA/PB nastapit wzrost ekspresji p53 (ryc. 4.20),
natomiast podawanie DMU-212 spowodowato wyrazne ostabienie
immunoreaktywnosci (ryc. 4.21). Mozna wnioskowa¢, ze pod wptywem DMU-212
nastagpito polepszenie statusu antyoksydacyjnego w watrobie, co pociagneto za sobg
zmniejszong aktywacje p53.

Transformujacy czynnik wzrostu alfa, TGFa (transforming growth factor a) jest
waznym autokrynnym czynnikiem wzrostu hepatocytow. Wprawdzie wystepuje
w wielu prawidtowych tkankach jednak jego ekspresja jest nasilona w spontanicznych
I wywolanych eksperymentalnie guzach oraz w transformowanych komoérkach. TGFa
stymuluje proliferacje komorek rakowych w watrobie na drodze aktywacji receptora
naskorkowego czynnika wzrostu EGFR (epidermal growth factor receptor). Wyniki
do$wiadczen na zwierzetach oraz badania ludzi ze schorzeniami watroby (zwidknienie,
rak watrobowo- komoérkowy) wskazuja, ze ekspresja mRNA TGFa jest $ci$le zwigzana
z proliferacja oraz transformacjg nowotworowa komorek watroby [226].

U szczurdw narazonych na NDEA/PB wystapita ekspresja  TGFa i nie ulegla
zmianie pod wptywem DMU-212 (ryc. 4.26 - 4.27). Mozna wnioskowaé, ze zwigzek
badany w zastosowanych dawkach nie zmniejsza proliferacji zainicjowanych komorek

W watrobie.

5.3. Markery funkcji watroby i nerek

Produkty biotransformacji NDEA o charakterze wolnych rodnikéw powoduja
stres oksydacyjny prowadzacy do uszkodzenia komorek watroby i innych narzadow.
Z tego powodu do programu opisanych w pracy badan witgczono wybrane markery
funkcji watroby 1 nerek pozwalajgce oceni¢ potencjalne dzialanie ochronne badanego
zwigzku.

Oznaczenie aktywno$ci aminotransferaz, alaninowej (ALT) i1 asparaginowej
(AST) dostarcza danych na temat zmian przepuszczalnosci btony hepatocytow pod
wptywem procesu chorobowego lub uszkodzenia przez czynnik chemiczny. W komorce
ALT wystepuje w cytoplazmie, natomiast AST zlokalizowana jest w mitochondriach

I w cytoplazmie. Obydwa enzymy wystepuja powszechnie w wielu narzadach jednak

129



poziom ALT w tkankach pozawatrobowych jest niski. Ze wzgledu na powszechno$¢
wystepowania, wzrost aktywnosci AST w surowicy obserwuje si¢ na skutek
uszkodzenia kazdego narzadu np. mi¢sni albo w zawale mig$nia sercowego. Wprawdzie
obie transferazy nie wykazujg specyficznosci narzgdowej jednak sg szeroko stosowane
jako czuty wskaznik stanow patologicznych watroby [227-229].

ALT uwazana jest za bardziej miarodajny marker w badaniach
eksperymentalnych poniewaz jej okres pottrwania u szczura jest dtuzszy (40 — 60 godz.)
niz okres pottrwania AST (okoto 12 godz.) Czynnik uszkadzajacy watrobe powoduje
wzrost aktywno$ci obu enzymow ale aktywno$¢ AST wraca do normy szybciej
(godziny, dni) niz aktywno$§¢ ALT (dni). Stad, oznaczanie aktywno$ci ALT pozwala
oceni¢ zardwno ostre jak tez podostre uszkodzenia komorek watroby. Poniewaz
U szczura 1 innych zwierzat laboratoryjnych 80% ALT wystepuje w mitochondriach
a20% w cytoplazmie, wzrost aktywnosci tego enzymu w surowicy nastepuje tylko
w wyniku silnego uszkodzenia watroby. Oba markery sa wykorzystywane gtdéwnie do
wykrywania ostrych uszkodzen narzadu jednak obserwowano réwniez dlugotrwaty
wzrost aktywnos$ci tych enzymow w stanach przewleklego procesu zapalnego [230].
Potwierdzaja to wyniki niniejszego eksperymentu, w ktorym wykazano umiarkowane,
35%, podwyzszenie aktywnosci AST po 16 tygodniach od podania pojedynczej dawki
NDEA oraz niewielki niezamienny statystycznie wzrost aktywnosci ALT. Podawanie
DMU-212 nie wplyneto na podwyzszong aktywnos$¢ AST jednak spowodowato lekkie,
rowniez niezamienne statystycznie obnizenie aktywnosci ALT o okoto 20%.

Gamma glutamylotransferaza (GGT) wystepuje w blonach siateczki
srddplazmatycznej komorek nabtonka drég zoétciowych 1 watroby a takze trzustki, jelita
i nerki. W ostrych i przewlektych chorobach watroby obserwuje si¢ wzrost aktywnosci
GGT w surowicy. Enzym ten jest uwazany za czuly ale mato swoisty wskaznik stanu
drog zotciowych. Wzrost aktywnosci GGT w surowicy moze by¢ spowodowany nie
tylko reabsorpcja enzymu z zo6tci do krwi ale takze zwigkszong synteza w mikrosomach
hepatocytow poniewaz GGT ulega indukcji przez rdézne zwigzki chemiczne np.
estrogeny, fenytoing, barbiturany [227]. U szczura aktywnos$¢ enzymu w surowicy jest
wskaznikiem zaréwno hiperplazji drog zotciowych jak tez martwicy [231].

Zaobserwowany w niniejszym eksperymencie 31% wzrost aktywnosci GGT
u szczurdéw, ktore otrzymywaty sam DMU-212 moze oznacza¢ indukcj¢ enzymu przez

badany zwigzek. Aktywno$§¢ GGT wzroslta pod wptywem NDEA/PB na skutek
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uszkodzenia watroby i nie powrdcita do normy u szczuréw otrzymujacych tacznie
hepatotoksyne i DMU-212 co moglo by¢ czeSciowo spowodowane wspomniang wyzej
indukcja GGT.

Dehydrogenaza mleczanowa (LDH) wyst¢puje powszechnie w wielu tkankach
w ustroju, szczegbélnie w tych, ktore charakteryzuja si¢ wysokim metabolizmem
energetycznym jak np. modzg, erytrocyty, migsien sercowy, watroba, mig$nie.
Wystepuje w pieciu formach izoenzymatycznych o réznej lokalizacji tkankowej, LDH4
i LDHs wystepuja w watrobie 1 migsniach szkieletowych. Jest enzymem
cytoplazmatycznym uwalnianym do przestrzeni pozakomorkowej w  wyniku
zwigkszonej przepuszczalnos$ci btony komodrkowej badz martwicy tkanki. Wzrost
aktywno$ci LDH w surowicy wystepuje w wielu schorzeniach w tym w uszkodzeniu
watroby i drog zotciowych a takze w nowotworach roéznych narzadow [228,229,232].

Wprawdzie LDH nie jest enzymem specyficznym dla watroby jednak
w kontrolowanych warunkach eksperymentu, w ktorym stosuje si¢ specyficzng
hepatotoksyne zmiany aktywnosci tego enzymu odzwierciedlajg stopien uszkodzenia
narzadu oraz dostarczaja danych na temat potencjalnego dzialania ochronnego
badanego zwigzku. W niniejszym eksperymencie podwyzszona pod wpltywem
NDEA/PB aktywnos$¢ LDH utrzymywata si¢ przez 16 tygodni i ulegla niewielkiemu,
ale znamiennemu statystycznie zmniejszeniu u szczurdéw, ktérym podawano
jednoczesnie DMU-212.

Dehydrogenaza sorbitolowa (SDH) jest enzymem specyficznym poniewaz
wystepuje przede wszystkim w cytoplazmie 1 mitochondriach watroby. Jej aktywnos¢
w surowicy krwi wzrasta w ostrych uszkodzeniach watroby (okres pottrwania SDH
wynosi okoto 12 godz.) i powraca do normy po 48-72 godz. Ze wzglgedu na duza
specyficzno$¢ oznaczanie tego enzymu jest czesto stosowane w eksperymentach na
gryzoniach [230,231]. Marker ten jest zalecany w eksperymentach obejmujacych ostre
uszkodzenie watroby jednak przedstawione wyniki wskazuja, ze moze on by¢ rowniez
uzyteczny w stanach przewlektych. Po 16 tygodniach po podaniu szczurom NDEA/PB
aktywno$§¢ SDH w surowicy byla podwyzszona o 42% natomiast w grupach, ktore
otrzymywaty dodatkowo DMU-212 aktywno$¢ enzymu obnizyta si¢ do poziomu
kontrolnego.

Kreatynina jest bezwodnikiem kreatyny, zwigzku syntezowanego w trzustce

| watrobie a nastgpnie wychwytywanego przez migsnie i mozg, gdzie powstaje zwigzek
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wysokoenergetyczny fosfokreatyna. Kreatynina wydala si¢ z ustroju na drodze filtracji
kiebuszkowej, nie ulega wydzielaniu kanalikowemu ani resorpcji w kanalikach
nerkowych. Stad poziom kreatyniny w osoczu jest dobrym markerem funkcji
filtracyjnej nerek; jezeli przesaczanie klebuszkowe zmniejsza si¢ poziom kreatyniny
ro$nie. Wprawdzie poziom kreatyniny moze wzrasta¢ na skutek kwasicy ketonowe;j,
spozycia duzej ilo$ci biatka oraz pod wptywem niektorych lekéw jednak marker ten jest
powszechnie stosowany do oceny funkcji nerek [228,229]. Specyficznos$¢ narzadowa
tego markera nie budzi zastrzezen w eksperymentach na zwierzetach poniewaz
odbywaja si¢ one w $cisle okreslonych warunkach z zastosowaniem standardowej paszy
oraz kontrolowanym stanem zdrowia zwierzat.

W niniejszym eksperymencie obserwowano okoto 50% wzrost stezenia
kreatyniny w osoczu szczur6w narazonych na NDEA/PB. St¢zenie to obnizyto si¢
nieco pod wptywem DMU-212 jednak tylko efekt nizszej dawki (25% obnizenie) byt
znamienny  statystycznie. Uzyskany wynik moze $wiadczyé o  dziataniu

nefroprotekcyjnym badanego zwigzku.

5.4. Markery stresu oksydacyjnego w nerkach

NDEA jest modelowym kancerogenem watroby jednak nie jest to dziatanie
sciSle selektywne. Inne organy i tkanki moga by¢ rdéwniez narazone na stres
oksydacyjny wywotany przez wolne rodniki powstajace w procesie aktywacji
metabolicznej zwigzku. W dostepnym piSmiennictwie znaleziono dwa artykuty,
w ktorych opisano skutki stresu oksydacyjnego w nerkach szczuréw narazonych na
NDEA. Bansal i wsp. obserwowali zmiany w aktywno$ci enzyméw antyoksydacyjnych
oraz wzrost stezenia azotu mocznikowego oraz kreatyniny w surowicy po 6 godz. od
podania NDEA [233]. Rana i Soni zanotowali wzrost poziomu peroksydacji lipidow
w nerkach szczuréw po 48 godz. od podania NDEA [234].

Na podstawie tych przestanek do gtdéwnego kierunku badan dodano oznaczenia
parametrow stresu oksydacyjnego w nerkach. W obu cytowanych wyzej eksperymentach
zastosowano identyczng pojedyncza dawke NDEA, 200mg/kg m.c., jak w niniejszej
pracy, jednak droga podania (dootrzewnowo) oraz model eksperymentu byly odmienne
co moze thumaczy¢ roznice w odpowiedzi niektorych parametrow na NDEA.

W niniejszym eksperymencie obserwowano nieznamienne statystycznie

obnizenie poziomu peroksydacji lipidow (LPO) w nerkach szczuré6w otrzymujacych

132



NDEA/PB. Podobnie Bansal i wsp. nie odnotowali wzrostu LPO w nerkach szczurow
po podaniu tego zwigzku [233], natomiast Rana i Soni wykazali 26% wzrost LPO
W tym narzadzie [234]. Brak wzrostu poziomu LPO w nerkach moze wyjasni¢ fakt, ze
procesy biotransformacji NDEA, w ktéorych powstaja wolne rodniki przebiegaja
glownie w watrobie, stad ten narzad jest bardziej narazony na uszkodzenia co
potwierdzaja wyniki oznaczania stgzenia TBARS (tabele 4.22 - 4.23). Ponadto zjawisko
to moze mie¢ zwigzek z podwyzszonym st¢zeniem GSH oraz zwigkszong aktywnoscig
GPx u szczurow narazonych na NDEA. Poniewaz o0znaczony Ww niniejszym
eksperymencie fizjologiczny poziom peroksydacji lipidow w nerce byt okoto 23 razy
nizszy niz w watrobie (tabele 4.3 i 4.23), nawet niewielki wzrost wspomnianych
parametréw obrony antyoksydacyjnej moégt spowodowacé obnizenie = stresu
oksydacyjnego w tym narzadzie.

Laczne podanie NDEA/PB i DMU-212 spowodowato prawie 30% wzrost
poziomu nieindukowanej oraz 40% wzrost indukowanej nieenzymatycznie peroksydacji
lipidoéw. Jest to efekt przeciwny niz obserwowany w watrobie 1 trudny do wyjasnienia
bioragc pod uwage wlasciwosci antyoksydacyjne DMU-212. Mozna sugerowac, ze jest
on skutkiem interakcji obu zwigzkow, np. w zakresie indukcji aktywacji metabolicznej
NDEA, jednak trudno byloby wskazaé przyczyne, dla ktorej interakcja taka wystepuje
tylko w nerkach.

OdpowiedZ glutationu na NDEA/PB w obu narzadach roznita si¢ zasadniczo;
obserwowano 33% obnizenie w watrobie 1 31% wzrost w nerkach. Mozna
przypuszczac, ze spadek st¢zenia glutationu w watrobie zostal spowodowany zuzyciem
tego antyoksydanta w procesie przeciwdziatania skutkom stresu oksydacyjnego
wywolanego przez kancerogen. Jednak wzrost stezenia GSH w nerkach po kilkunastu
tygodniach od podania NDEA/PB jest trudny do wyjasnienia i w dostepnym
piSmiennictwie nie znaleziono podobnych przyktadow zmian st¢zenia GSH w nerkach
pod wptywem prooksydanta.

Wiadomo, ze w warunkach fizjologicznych zawarto$¢ glutationu w watrobie jest
wyzsza niz w pozostalych narzadach, poniewaz w watrobie powstaje 90% GSH
produkowanego w ustroju [235]. Potwierdzajg to badania wielu autoréw chociaz nie ma
zgodnosci co do wielkosci tych roznic: od 40% do 4,5x [192,236,237,238]. Jednak dane
te nie dostarczajg argumentu pozwalajacego bezposrednio wyjasni¢ obserwowane

W pracy roznice zawartosci GSH w obu narzadach szczurdw narazonych na NDEA.
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Mozna spekulowaé, ze nizsze stezenie GSH w nerkach powoduje stabsza ochrong przed
stresem oksydacyjnym, co z kolei uruchamia mechanizm adaptacyjny komorki na
drodze stymulacji enzymoéw odpowiedzialnych za synteze GSH. Dodatkowe badania
obejmujgce proces syntezy GSH moglyby wyjasni¢ to pozornie paradoksalne zjawisko.
Natomiast taczne podanie NDEA/PB i DMU-212 spowodowato obnizenie st¢zenia
GSH do poziomu grupy kontrolnej, co mozna interpretowaé jako skutek normalizacji
stanu redoks komorek. Poréwnanie poziomu peroksydacji lipidow i stezenia glutationu
w tych grupach szczuro6w ujawnia pewng prawidtowos¢ — obnizeniu poziomu GSH
towarzyszy wzrost peroksydacji lipidéw, co jest zjawiskiem logicznym chociaz jego
przyczyna pozostaje nieznana. U szczurOw otrzymujacych sam DMU-212, nastgpit
okoto 30% nieznamienny statystycznie spadek stezenia GSH. Mozna wnioskowa¢, ze
w przeciwienstwie do watroby DMU-212 nie dziala korzystnie na oba omawiane
parametry w nerkach.

System obrony antyoksydacyjnej w nerkach jest stabszy niz w watrobie, rowniez
ze wzgledu na nizsza aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych. Wigkszo$¢ autorow
obserwowala, ze aktywno$¢ SOD w nerkach jest 18% - 5,3 x nizsza niz w watrobie
[237-240]. Sa rowniez doniesienia, w ktorych nie stwierdzono istotnej roznicy
aktywnosci SOD w obu narzadach, co jest zgodne z wynikami uzyskanymi
w niniejszym eksperymencie [236,241]. Aktywnos¢ CAT w nerkach obserwowana
przez wielu autoré6w byta nizsza niz w watrobie o 25% [237] lub 50% [238,241].
Podobng do ostatniej réznice zanotowano w niniejszej pracy. Wiekszo$¢ autorow
donosi o nizszej aktywnosci GPx w nerkach, 20% - 5,6x, [237,240,241,242], co jest
zgodne z wynikami uzyskanymi w niniejszej pracy (3,6-krotna roznica).

Wedlug powszechnie przyjetego pogladu reduktaza glutationowa jest jedynym
enzymem antyoksydacyjnym, ktorego aktywno$¢ jest wyzsza w nerkach niz
W watrobie, o 27% - 200% [192,235,240,241,242]. Jednak w niektorych doniesieniach
opisano nizsza aktywno$¢ GR w nerkach niz w watrobie [237,243,244]. Podobna
zalezno$¢ zanotowano w niniejszej pracy — aktywno$¢ GR w nerkach byta 8,8-krotnie
nizsza w porownaniu z aktywno$cig w watrobie.

Aktywno$¢ GST, analogicznie do pozostatych enzymodw, byta nizsza w nerkach
w poréwnaniu z watrobg (7,3x). Znalazto to potwierdzenie w doniesieniach innych
autoréw, ktérzy réwniez wykazali nizsza (o 30% - 8,9x) aktywno$¢ tego enzymu

w nerkach [192,237,239,240,242].
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W nerkach szczurow narazonych na NDEA/PB nie zaobserwowano zmian
aktywnos$ci czterech enzyméw: SOD, CAT, GR i GST. Powodem moze by¢ niski
poziom stresu oksydacyjnego w nerce w porownaniu z watrobg, w ktorej zachodzi
biotransformacja NDEA 1 produkcja wolnych rodnikéw. Jednak obnizenie aktywnosci
NQOL1 i G-6-PD, odpowiednio o 71% i 31% sktania do przypuszczenia, ze w narzadzie
tym doszlo do zachwiania rownowagi redoks. Na tle tych zmian pewna trudng do
wyjasnienia niekonsekwencjg jest 43% wzrost aktywnos$ci GPx.

Uzyskanych w opisanym eksperymencie wynikow dotyczacych odpowiedzi
enzymow antyoksydacyjnych w nerkach na NDEA/PB nie mozna poréwnaé
Z nielicznymi danymi innych autoréw z powodu zasadniczych réznic w modelu
eksperymentalnym [233,234].W cytowanych doniesieniach oznaczenia enzymow
wykonywano po 48 godz. po podaniu NDEA, w niniejszym eksperymencie czas ten byt
znacznie dtuzszy — 16 tygodni.

Podanie DMU-212 szczurom narazonym wczesniej na NDEA/PB wywotato
zréznicowang co do kierunku i nasilenia odpowiedZ enzymow antyoksydacyjnych.
Obserwowano niezalezne od dawki, nieznamienne statystycznie obnizenie aktywnosci
SOD i1 GPx oraz niewielki wzrost aktywnosci CAT. Aktywnos$¢ innych trzech
enzymow, GR, GST i NQOI1 ulegta obnizeniu, o 18-69%; zmiana ta byla znamienna
statystycznie 1 wykazywala zalezno$¢ od dawki DMU-212. Na podstawie tych wynikow
mozna wnioskowa¢, ze badany zwiazek nie wywiera korzystnego wplywu na
aktywnos$¢ wigkszos$ci oznaczanych enzymow antyoksydacyjnych w nerkach. Podobnie
w watrobie zwierzat z tych grup stwierdzono brak zmian aktywnosci CAT, GR i GST,
oraz obnizenie SOD.

Jedynym enzymem, ktorego aktywnos¢ w nerce wzrosla znaczaco
w omawianych grupach szczuréw, odpowiednio o 447% i 320%, byla dehydrogenaza
glukozo-6-fosforanowa. Poniewaz jest to efekt przeciwstawny do wywotanego przez
NDEA/PB (~70% obnizenie aktywnos$ci) mozna sugerowac, ze stanowi korzystng
reakcj¢ na zaktdcenie statusu antyoksydacyjnego narzadu. Podobng zmiang aktywnos$ci
enzymu, jednak o znacznie mniejszym nasileniu, obserwowano w watrobie tych samych
szczuréw. Nalezy podkresli¢, ze sam DMU-212 nie wplynat na aktywnos¢ G-6-PD
W nerce, wzrost aktywnosci enzymu byl reakcja na zaburzenia wywotane NDEA/PB.

Jak wspomniano wyzej, enzym ten katalizuje produkcj¢ NADPH, co stanowi

0 jego waznej roli w utrzymywaniu rownowagi redoks w komorce. Aktywnos¢ wielu
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enzymow antyoksydacyjnych, m.in. tioredoksyn, glutaredoksyn i peroksyredoksyn
zalezy od redukcyjnej sity NADPH. Do enzymow tych zalicza si¢ takze katalaza, ktora
wprawdzie nie zuzywa NADPH do redukcji nadtlenku wodoru, jednak potaczenie CAT
z NADPH jest niezbedne dla utrzymania enzymu w aktywnej formie [245].
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6. PODSUMOWANIE | WNIOSKI

1. DMU-212 podawany szczurom narazonym na N-nitrozodietyloaming (NDEA)
wykazal umiarkowane dziatanie antyoksydacyjne o czym $wiadczy obnizenie
poziomu uszkodzen oksydacyjnych lipidow 1 biatek oraz wzrost st¢zenia
zredukowanego glutationu w watrobie. Nie obserwowano natomiast wzrostu
aktywnosci wigkszosci enzymow antyoksydacyjnych.

2. Zanotowano brak zgodno$ci pomiedzy niezmieniong aktywnoscig enzymow
antyoksydacyjnych a zmianami ekspresji ich mRNA, co mozna przypisaé
modyfikacjom post-translacyjnym bialka oraz/lub jego proteosomalne;
degradaciji.

3. W watrobie szczuréw otrzymujacych tacznie kancerogen i DMU-212 wykazano
dwufazowy charakter zaleznosci ekspresji mRNA enzymow antyoksydacyjnych
od dawki objawiajacy si¢ obnizeniem ekspresji pod wptywem nizszej dawki
(20 mg/kg m.c.) i wzrostem pod wptywem wyzszej dawki (50 mg/kg m.c.)
DMU-212.

4. Znaczny wzrost aktywnosci oksydoreduktazy NADPH:chinon w watrobie
szczurOw otrzymujacych zaréwno sam DMU-212 jak tez lacznie z NDEA
sugeruje, ze zwigzek badany jest induktorem tego enzymu co moze stanowié
istotny element jego potencjalu chemoprewencyjnego.

5. Obnizenie poziomu ekspresji biatek, markerow procesu nowotworzenia (GGT,
RB, p53) w watrobie pod wptywem DMU-212 $wiadczy o ograniczeniu
wczesnych zmian neoplastycznych wywotanych przez kancerogen.

6. W surowicy krwi zwierzat narazonych na NDEA, ktorym podawano DMU-212
nastgpito obnizenie aktywnosci dwoch enzymoéow wskaznikowych funkcji
watroby (dehydrogenaz mleczanowej 1 sorbitolowej), co pozwala wnioskowaé
0 hepatoprotekcyjnym dziataniu badanego zwiazku.

7. W zastosowanym modelu dos§wiadczalnym nie wykazano ani uszkodzenia nerek
przez NDEA ani ochronnego dzialania DMU-212 a jedyng obserwowang
korzystng zmiang byt kilkakrotny wzrost aktywnosci dehydrogenazy glukozo-6-

fosforanowe;.
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Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze dziatanie ochronne DMU-212 wobec
uszkodzen oksydacyjnych waznych makroczgsteczek jest umiarkowane. Zwigzek nie
stymuluje tez istotnego elementu obrony antyoksydacyjnej komorki, ktory stanowig
enzymy antyoksydacyjne. Jednak DMU-212 wykazuje dziatanie hepatoprotekcyjne
I zmniejsza nasilenie wczesnych zmian neoplastycznych w  watrobie. Mozna
przypuszczaé, ze zastosowane dawki zwigzku byly zbyt niskie aby ujawni¢ w peini jego
potencjat chemoprewencyjny.

Uzyskane wyniki sugeruja kierunki dalszych badan z zastosowaniem wyzszej
dawki DMU-212 w innym modelu do$wiadczalnym w celu m.in. wyjasnienia
rozbiezno$ci pomigdzy poziomem mMRNA enzymoéw antyoksydacyjnych a ich

aktywnoscig.
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STRESZCZENIE

Pomimo znacznego postepu w diagnostyce 1 terapii choréb onkologicznych,
medycyna nie dysponuje skutecznymi $§rodkami do leczenia nowotworéw watroby. Jednym
z najbardziej obiecujacych dziatan na tym polu jest chemoprewencja polegajaca na
stosowaniu  substancji zmniejszajacych ryzyko rozwoju lub nawrotu choroby
nowotworowej. Wilasciwos$ci takie wykazuje resweratrol, fitoaleksyna wystgpujaca miedzy
innymi w skorkach winogron. Niska biodostepnos$¢ resweratrolu sktonita badaczy do
poszukiwania aktywnych biologicznie pochodnych tego stilbenu, charakteryzujacych
si¢ lepszymi parametrami farmakokinetycznymi. Chemiczna modyfikacja czasteczki
resweratrolu doprowadzita do otrzymania trans-3,4,5,4’-tetrametoksystilbenu (DMU-212).
W badaniach na wielu liniach komorkowych DMU-212 wykazat wigksza od resweratrolu
cytotoksycznos¢ oraz dzialanie przeciwnowotworowe. Mechanizm aktywnosci DMU-212
opiera si¢ m.in. na obnizaniu ekspresji enzymow Kkatalizujacych aktywacje
prokancerogenow, hamowaniu cyklu komérkowego i stymulacji apoptozy.

W niniejszej pracy podjeto probe oceny czy istnieje zwigzek pomiedzy aktywnoscia
antyoksydacyjng DMU-212 a potencjalnymi wlasciwosciami chemoprewencyjnymi
I przeciwnowotworowymi w modelu zwierzgcym.

Zastosowano model kancerogenezy chemicznej polegajacy na jednorazowym
podaniu szczurom specyficznego kancerogenu watroby N-nitrozodietyloaminy (NDEA)
inicjujacej proces nowotworowy, ktory nastepnie ulega promocji na skutek wielokrotnego
podania fenobarbitalu (PB). Na skutek aktywacji metabolicznej NDEA w watrobie powstaja
elektrofilowe metabolity reagujace z DNA oraz reaktywne formy tlenu, ktore inicjuja
proces nowotworzenia.

Trzem grupom szczurdw samcow szczepu Wistar podano dootrzewnowo
N-nitrozodietyloaming (NDEA) w pojedynczej dawce 200 mg/kg masy ciata. Od drugiego
tygodnia doswiadczenia w/w grupy otrzymywaly wod¢ do picia zawierajaca 0,05%
fenobarbitalu (PB). Szczurom z dwoch grup podawano dwa razy w tygodniu DMU-212 per
0s, w dawkach 20 i 50 mg/kg masy ciata przez 16 tygodni. Sam zwigzek badany podawano
per os jednej grupie szczurow dwa razy w tygodniu w dawce 50 mg/kg m.c. Grupa
kontrolna otrzymywala dwa razy w tygodniu 40% roztwor 2-hydroksypropylo-f-
cyklodekstryny (vehiculum). Po zakonczeniu do$wiadczenia szczury u$piono i pobrano

krew z serca oraz watrobe i nerki.
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W watrobie oznaczono markery uszkodzen oksydacyjnych oraz wybrane parametry
obrony antyoksydacyjnej. Obie dawki DMU-212 spowodowaly ograniczenie skutkow
stresu oksydacyjnego wywotanego przez NDEA o czym $wiadczy obnizenie poziomu
peroksydacji lipidow 0 29% i 19% oraz zmniejszenie uszkodzen oksydacyjnych biatek
0 17% i 31%. Nie zanotowano natomiast zmniejszenia stopnia uszkodzen DNA.
Korzystnym efektem wywolanym przez badany zwigzek byl wzrost stezenia
najwazniejszego przeciwutleniacza komoérkowego, zredukowanego glutationu. Poziom
glutationu obnizony pod wptywem NDEA/PB ulegt podwyzszeniu w sposob zalezny od
dawki, odpowiednio 0 30% i 55%.

U szczuréw narazonych na NDEA/PB nastgpito obnizenie aktywnosci wszystkich
oznaczanych enzyméw antyoksydacyjnych w watrobie o 32% - 77% (oprocz G-6-PD)
w porownaniu z grupa kontrolng. Zmiany te nie znalazty odzwierciedlenia w wynikach
pomiaru ekspresji mRNA poniewaz stwierdzono wzrost ekspresji czterech enzymow
0 44%-53%, ekspresja dwoch enzymow nie zmienita si¢, a jednego — obnizyta si¢ o 40%.
Podanie DMU-212 szczurom narazonym na NDEA/PB nie zmienito aktywnosci katalazy
(CAT), reduktazy glutationowej (GR) oraz S-transferazy glutationowej (GST). Obserwowano
natomiast dalsze obnizenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) 0 49% oraz wzrost
aktywnosci 3 pozostalych enzymow: peroksydazy glutationowej (GPx), oksydoreduktazy
NADPH:chinon (NQO1) oraz dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej (G-6-PD),
odpowiednio 0 38%, 102% i 31%. U tych zwierzat rowniez obserwowano brak zgodnosci
pomiedzy aktywnoscig wigkszosci enzymow a ekspresjag ich mRNA, ktorego poziom
w przypadku CAT, GR, GST i NQO1 obnizyt si¢, odpowiednio o 68%, 86%, 82% i 55% pod
wplywem mniejszej dawki zwigzku. Natomiast kierunki zmian obu parametréw byty zgodne
dla GPx oraz G-6-PD, poniewaz poziom ich transkryptow wzrost odpowiednio 0 41% i 31%.
Dostepne dane z piSmiennictwa sugeruja, ze przyczyng braku korelacji pomiedzy ekspresja
mRNA enzyméw a ich aktywnosécia mogg by¢ modyfikacje post-transkrypcyjne i post-
translacyjne oraz proteosomalna degradacja biatka.

Pomiar ekspresji mRNA enzymoéw antyoksydacyjnych ujawnit dwufazowy charakter
zalezno$ci dawka-odpowiedz: nizsza dawka DMU-212 spowodowala obnizenie ekspres;ji
prawie wszystkich enzymow 0 55-92%, pod wplywem wyzszej dawki nastapil wzrost
ekspresji 0 24-69%, w poréwnaniu do zwierzat narazonych na kancerogen.

Podanie DMU-212 szczurom nienarazonym na kancerogen spowodowalo niewielki
nieznamienny statystycznie wzrost zawarto$ci glutationu oraz lekkie obnizenie
peroksydacji lipidow. OdpowiedZz enzymow antyoksydacyjnych byla zrdéznicowana.
Nastgpito obnizenie aktywnosci GPx oraz GR, odpowiednio o 26% i44% oraz znaczny,
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87%, wzrost aktywnosci NQO1. Obnizenie aktywno$ci w/w enzymow antyoksydacyjnych
mogto by¢ spowodowane poprawg stanu redoks komoérek watroby na skutek podawania
egzogennego przeciwutleniacza. Mozna tez przypuszcza¢, ze DMU-212 jest induktorem
NQOI, ktora to wlasciwos¢ zwigksza chemoprewencyjny potencjat zwigzku.

Badania immunohistochemiczne wykazaly obnizenie poziomu ekspresji biatek,
markeréw procesu nowotworzenia: GGT, RB, p53 w watrobie pod wptywem DMU-212, co
$wiadczy o ograniczeniu wczesnych zmian neoplastycznych wywotanych przez kancerogen.

W surowicy krwi zwierzat, ktérym podawano DMU-212 nastgpilo obnizenie
podwyzszonej przez NDEA/PB aktywnosci dwoch enzymow wskaznikowych funkcji
watroby, dehydrogenaz mleczanowej 1 sorbitolowej, co pozwala wnioskowaé
0 hepatoprotekcyjnym dziataniu badanego zwigzku.

W zastosowanym modelu do$wiadczalnym nie wykazano ani uszkodzenia nerek
przez NDEA/PB, ani ochronnego dziatania DMU-212. Prawdopodobng przyczyng jest
specyficzno$s¢ narzadowa NDEA. Procesy biotransformacji tego kancerogenu zachodza
gléwnie w watrobie, stad inne narzady s3 w mniejszym stopniu narazone na uszkodzenia.
Jedyng obserwowang korzystng zmiang w nerkach byl kilkakrotny wzrost aktywnos$ci
dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej pod wptywem DMU-212.

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze dziatanie ochronne DMU-212 wobec
uszkodzen oksydacyjnych waznych makroczasteczek komoérkowych jest umiarkowane.
Zwiazek nie stymuluje tez istotnego elementu obrony antyoksydacyjnej komorki, ktory
stanowig enzymy antyoksydacyjne. Wyjasnienie wykazanej w pracy rozbieznosci pomi¢dzy
poziomem ekspresji mRNA a aktywnoscia tych enzymoéw wymaga dalszych badan. Jednak
DMU-212 wykazuje dzialanie hepatoprotekcyjne i zmniejsza nasilenie wczesnych zmian
neoplastycznych w watrobie. Mozna przypuszczaé, ze zastosowanie wyzszych dawek

zwigzku pozwolitoby ujawni¢ w petni jego potencjat chemoprewencyjny.
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SUMMARY

Title: "Evaluation of antioxidant properties of 3,4,5,4" - tetramethoxystilbene in

rat model of chemical carcinogenesis"

Despite the significant progress in the diagnosis and therapy of oncological
diseases, medicine has no effective means to treat liver neoplasms. One of the most
promising actions in this field is chemoprevention involving the use of substances that
reduce the risk of development and recurrence of neoplasm. Resveratrol, which is
phytoalexin and occurs in the grape skins, among others, has such properties. Low
bioavailability of resveratrol has prompted researchers to search for biologically active
derivatives of this stilbene which would have improved pharmacokinetic parameters.
Chemical modification of the resveratrol molecule led to the development of trans
3,4,5,4'-tetramethoxystilbene (DMU-212). Studies conducted in several cell lines
showed that DMU-212 had higher cytotoxicity and antitumor activity than resveratrol.
The mechanism of DMU-212 activity is based, among others, on reducing the
expression of enzymes that catalyze procarcinogen activation, inhibiting cell cycle and
stimulating apoptosis.

Rat model of chemical carcinogenesis was used to evaluate whether there is
a link between the antioxidant activity of DMU-212 and the potential chemopreventive
and anti-tumour properties.

The applied model involved a single administration of liver-specific carcinogen
N-nitrosodiethylamine (NDEA) to rats. It initiates neoplastic process, which is then
promoted by the repeated administration of phenobarbital (PB). The metabolic
activation of NDEA induces in the liver the formation of electrophilic metabolites
which react with DNA and reactive oxygen species that initiate the process of
carcinogenesis.

Three groups of male Wistar rats were administered N-nitrosodiethylamine
intraperitoneally in a single dose of 200 mg/kg body weight. From the second week of
the experiment, the above mentioned groups received drinking water containing 0.05%
of phenobarbital (PB). The rats from the two groups were administered DMU-212
orally twice a week at doses of 20 and 50 mg/kg body weight for 16 weeks. The tested
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compound alone was given orally to one group of rats twice a week at a dose of 50
mg/kg body weight. The control group received 40% solution of 2-hydroxypropyl-p-
cyclodextrin (vehicle) twice a week. After the end of the experiment the rats were
anesthesized, blood was drawn from their heart, the liver and kidneys were collected.

Markers of oxidative damage and selected antioxidant defence parameters were
determined in the liver. Both doses of DMU-212 reduced the effects of oxidative stress
induced by NDEA as evidenced by the lowering of lipid peroxidation by 29% and 19%
and oxidative damage to proteins by 17% and 31%. However, the degree of DNA
damage did not change. An increase in the concentration of the most important cellular
antioxidant, that is reduced glutathione, was a beneficial effect caused by the tested
compound. The level of glutathione, which had been diminished by NDEA/PB,
increased in a dose dependent manner, by 30% and 55%, respectively.

In the rats exposed to NDEA/PB, the activity of all antioxidant enzymes assayed
in the liver (except for G-6-PD) decreased by 32%-77% compared with the control
group. These changes were not reflected in the results of mMRNA expression because
they showed an increase in the expression of the four enzymes by 44%-53%; the
expression of the two enzymes has not changed, and one has decreased by 40%. The
administration of DMU-212 to the rats exposed to NDEA/PB did not alter the activity
of catalase (CAT), glutathione reductase (GR) and glutathione S-transferase (GST).
However, there was a further reduction in the activity of superoxide dismutase (SOD)
by 49% and an increase in the activity of the other 3 enzymes: glutathione peroxidase
(GPx), NADPH:quinone oxidoreductase (NQO1) and glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G-6-PD), by 38%, 102% and 31%, respectively. In these animals, there
was no correlation between the activity of most enzymes and their mMRNA expression,
whose level in the case of CAT, GR, GST and NQOL1 decreased, by 68%, 86%, 82%
and 55% due to the lower dose of the compound. The trends of the two parameters were
consistent for GPx and G-6-PD, because the level of their transcripts increased by 41%
and 31%, respectively. Available literature data suggest that post-transcriptional and
post-translational modifications along with proteasome protein degradation may be
responsible for the lack of correlation between mRNA expression of the enzymes and
their activity.

The measurement of mMRNA expression in antioxidant enzymes revealed the

biphasic character of dose-response relationship: a lower dose of DMU-212 reduced the
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expression of almost all the enzymes by 55% - 92%, while a higher dose increased the
expression by 24% - 69%, compared to animals exposed to carcinogen.

The administration of DMU-212 to rats not exposed to carcinogen resulted in
aslight statistically insignificant increase of the glutathione content and a small
decrease in lipid peroxidation. The response of antioxidant enzymes varied. The activity
of GPx and GR decreased, by 26% and 44%, respectively, while the activity of NQO1
significantly increased by 87%. The diminished activity of the above mentioned
antioxidant enzymes could be due to the improvement of the redox state of liver cells by
the administration of exogenous antioxidant. It can be also assumed that DMU-212 is an
NQOL1 inducer and this property increases the chemopreventive potential of the
compound. Immunohistochemistry tests showed the reduced levels of protein
expression for markers of carcinogenesis: GGT, RB, p53 in the liver under the influence
of DMU-212. This indicates the restriction of early neoplastic lesions caused by
carcinogen. In serum of animals treated with DMU-212, the activity of the two enzymes
indicative of the liver function, that is lactate dehydrogenase and sorbitol
dehydrogenase, which had been elevated by NDEA/PB, decreased. This suggests
hepatoprotective properties of the tested compound. The applied experimental model
showed neither kidney damage due to NDEA/PB nor the protective action of DMU-212.
This probably results from the organ specificity of NDEA. Biotransformation of this
carcinogen takes place mainly in the liver, therefore other organs are less vulnerable to
damage. A marked increase in the activity of glucose-6-phosphate dehydrogenase under
the influence of DMU-212 was the only beneficial change in the kidney.

To sum up, it can be concluded that the protective effect of DMU-212 in
important cellular macromolecules against oxidative damage is moderate. This
compound also does not stimulate antioxidant enzymes, which are an important element
of antioxidant cell defence. Further studies are required to explain the discrepancy,
which appeared in the study, between the level of mMRNA expression and the activity of
the enzymes. On the other hand, DMU-212 demonstrates the hepatoprotective activity
and reduces the severity of early neoplastic lesions in the liver. It can be assumed that
the use of higher doses of the compound would reveal its full chemopreventive
potential.
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UCHWALA NR 36/2007
Z dnia 22.06.2007 r.
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczer na Zwlerzetach w Poznaniu

§1

Na podstawie art. 30 ust. 1 pkt 1 ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. o do$wiadczeniach na zwierzetach (Dz. U. Nr 33,
poz. 289) i § 14 ust 3 rozporzadzenia Ministra Nauki | Informatyzacii z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowej
Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen
na zwierzgtach (Dz. U. Nr 153, poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku, pt.: Ocena chemoprewencyjnego i
przeciwnowotworowego dziatania wybranych pochodnych resweratrolu z dnia 31.05.2007r,
zlozonego przez dr hab., prof. UM Jadwige Jodynis-Liebert z Katedry i Zakladu Toksykologii
UM w Poznaniu, lokalna komisja etyczna:

WYRAZA ZGODE
na przeprowaczenie doswiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.
§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktérym mowa w § 1, lokalna komisja etyczna ustalila, ze:
1. Whiosek nalezy zaliczy¢ do kategorii:
Badania naukowe na zwierzetach
2. Najwyzszy stopéen inwazyjnosci propenowanych procedur nie przekracza wartosci 4.
3. Doswiadczenia bedq przeprowadzone na zwierzgtach (gatunek, liczba zwierzat):
szezury szczepu Wlstar4 86% sztuk, myszy 55 sztuk

4. Dodwiadczenia beda przeprowadzone przez (nazwisko i imie, nazwa jednostki doswiadczalnej):
Dr n. farm Adamska Teresg z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu z zespotem.,

5. Do$wiadczenia beda przeprowadzane na tkankach | narzadach uzyskiwanych od zwierzat w ramach:

§3

Integraina cze4< niniejszej uchwaly'stanowi uzasadnienie | kopia wniosku, o ktérym mowa w § 1,

[ Pieczec lokalne) komis) etycznef] Podpisy czlonkow lokalne komis|| etyczne) biorgcych udzial w glosowlniu,
1. Prof. dr hab. Krzysztof W. Nowak, Przewodniczacy LXE
2. Dr Czeslaw Sadowski, Wiceprzewadniczacy LKE
3 Dr Pawel Antosik

LOKALNA ROMISJA ETves 4, Prof drhab Teresa Sobewicz-Koziowska i A e s T s Nt
v Wi ies A"IZN“' 5. Dr Elzbieta Czarniewska d %
4 Wotyiska 3 6. Prof_ cr hab. Szymon Godynick BT Vi NV WS ;
’ i1 8487197 7, Or Pawel Ofszewski e T EAT RGNS
9. Dx Aleksandrn Zgteh-Berdychowsks
Qtepymua
1 Wiioskocawea,
2 a2
EQuzene
Strona o 2 rinmjsze wchwaly moze wrledt cdwolanie 9o Kraowe) Komish Enyezne) 0o Spoaw O A na Zwierzetach w tarminig 30 g od dnis
CUZYMANE uCheay
Odwotans sklads i 28 podied ) Romis) etyczne) kidra wydala . 20 2520 Zagzenia N Nauk | Info i 2 Snis 29 lpca
20051 w sgrawie Krajows) Komis)l Etyczrel do Spraw Dodwiadczen na ZWerzgtach oz okanych komiss etycznych do spraw JoMMadczan na £ 1Bz U. Nr
153 poz. 1275)
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UZASADNIENIE UCHWALY NR 36/2007
z dnia 22.06.2007 r.
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadezen na Zwierzetach w Poznaniu

Celem proponowanych badas jest ocena mozliwosci przeciwdzialania i hamowania procesu
nowotworowego przez wybrane syntetyczne pochodne resweratrolu o strukturze
metoksylowej. Doswiadezenia prowadzone beda na 100 szczurach i 55 myszach. Komisja
jednomysinie uznala wniosek za dopuszezalny.
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej p.t.:

,»Ocena wlasciwosci antyoksydacyjnych 3,4,5,4’-tetrametoksystylbenu w modelu

kancerogenezy chemicznej u szczura”

Praca ta zostata przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udziatu
0sob trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej W pracy literatury przedmiotu
| materiatow zroédlowych, stanowi ona prace oryginalng, nie narusza praw autorskich
oraz dobr osobistych 0sob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze niniejsza praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaly uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas
przedmiotem zadnej wurzgdowej procedury zwigzanej] z uzyskaniem stopnia
...naukowego: doktor nauk farmaceutycznych..., a ztozona przeze mnie ptyta CD
zawiera elektroniczny zapis przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczesnie o$wiadczam, ze nieodptatnie udzielam Uniwersytetowi
Medycznemu im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej
wymienionej pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu
no$nikami, na ktorych prace utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub
najem egzemplarzy w postaci elektronicznej, a ponadto upowazniam Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu do przechowywania
i archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej do pamieci komputera oraz do jej

zwielokrotniania i udostgpniania w formie elektronicznej oraz drukowane;.
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